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1 Zusammenfassung 
 
Die synthetischen Glukokortikoide Betamethason und Dexamethason werden seit 
über 30 Jahren zur Förderung der fetalen Lungenreife bei drohender 
Frühgeburtlichkeit und zur Behandlung eines Respiratory Distress Syndroms 
(RDS) eingesetzt. Die Therapie wurde am Schaffeten, einem bedeutenden 
Tiermodell für die menschliche Fetalperiode, entwickelt. In der Klinik und an 
diesem Modell wurden in den letzten Jahren auch Effekte auf das 
Zentralnervensystem beim Feten wie eine Suppression der EEG–Aktivität, eine 
Verzögerung von akustisch evozierten Potentialen oder eine Abnahme der 
Expression von high turnover Proteinen wie dem Mikrotubulus- assoziierten 
Protein (MAP) gefunden. Eine mögliche Ursache sind katabole Effekte auf den 
zerebralen Stoffwechsel, welche unter anderem aufgrund einer Hemmung der 
Glukoseaufnahme in die Zelle, so gezeigt in der Zellkultur bei adulten Neuronen, 
verursacht sein können.  
Wir haben deshalb die Effekte einer Glukokortikoidapplikation auf die Expression 
der Glukosetransporter GLUT1 und GLUT3, über die der Glukosetransport durch 
Membranen carriergebunden erfolgt, zu definierten Zeitpunkten am chronisch 
instrumentierten fetalen Schaf in vivo untersucht. GLUT1, das in der Blut– 
Hirnschranke exprimiert wird und „rate limiting“ ist, und GLUT3, das in der 
neuronalen Membran vorkommt, stellen dabei sehr wichtige Transportproteine für 
den zerebralen Glukosetransport dar. Grundlage für die Untersuchung der 
Glukokortikoideffekte war die Darstellung der Ontogenese von GLUT1 und 
GLUT3. Hierzu lagen wenige Untersuchungen, hauptsächlich an der postnatalen 
Ratte und am Kaninchen durchgeführt, vor. Um die Übertragbarkeit der 
Ergebnisse vom fetalen Schaf auf den Menschen zu sichern, wurden die 
Ergebnisse durch Schwerpunktuntersuchungen am frontalen Kortex des 
nichtmenschlichen Primaten (Gelber Pavian) ergänzt.  
Zur Darstellung der Ontogenese der GLUT1 und GLUT3 Expression untersuchten 
wir den frontalen Kortex des fetalen Schafes zu den Gestationszeitpunkten 0.27, 
0.40, 0.53, 0.63, 0.73 und 0.87.  
Bezüglich der Glukokortikoiwirkung untersuchten wir in einer zweiten Gruppe 
Betamethasoneffekte auf die GLUT1 und GLUT3 Expression im frontalen Kortex, 
dem Striatum und dem Hippokampus des chronisch instrumentierten Schaffeten 
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zum Gestationszeitpunkt 0.73, entsprechend der 28. SSW beim Menschen, also in 
einem Alter in dem klinisch Glukokortikoideffekte zur Förderung der fetalen 
Lungenreife verabreicht werden. Es erfolgte eine zweimalige intramuskuläre 
Betamethasonapplikation gewichtsadaptiert auf das Mutterschaf mit einer Dosis 
von 110 µg Kg-1 im Abstand von 24 Stunden. Dies entsprach einer klinisch 
angewandten Betamethasondosis von zweimal 8 mg zur Förderung der fetalen 
Lungenreife für eine 70 Kilogramm schwere schwangere Frau. Zum gleichen 
Gestationszeitpunkt untersuchten wir Betamethasoneffekte in der gleichen 
Dosierung am fetalen Paviangehirn.  
Mögliche Einflüsse einer unterschiedlichen Plazentapassage zwischen der 
humanen und ovinen Plazenta, sowie der Abhängigkeit der Effekte von der 
Pharmakokinetik, sollten in einer dritten Gruppe durch eine direkte fetale Infusion 
von Betamethason beim chronisch instrumetierten Schaffeten untersucht werden. 
Dabei erhielten die Schaffeten zum Gestationszeitpunkt 0.73 über 48 Stunden 
gewichtsadaptiert kontinuierlich 3,3 µg Kg-1 Betamethason direkt infundiert.  
Die Reversibilität der Betamethasoneffekte untersuchten wir in einer vierten 
Gruppe von chronisch instrumentierten Schaffeten, bei denen das Mutterschaf 
zwei Behandlungszyklen mit Betamethason (jeweils zweimal 110 µg Kg-1 
Betamethason im Abstand von 24 Stunden) zu den Gestationszeitpunkten 0.69 
und 0.73 erhielt.  
Nach Beendigung der Infusion oder 24 Stunden nach der zweiten intramuskulären 
Betamethasonapplikation, 21 Tage später, wurden die fetalen Gehirne nach 
Perfusionsfixierung aufgearbeitet.  
Die Gehirne wurden mittels der ABC–Methode immunhistochemisch gefärbt und 
die Markierung anschließend durch ein Bildverarbeitungssystem über eine 
optische Dichtemessung quantifiziert. Wir verwendeten als primären Antikörper 
Kaninchen Anti–GLUT1 bzw. Kaninchen Anti–GLUT3, als sekundären Antikörper 
Anti–Kaninchen–IgG.  
GLUT1 und GLUT3 ließen sich zu allen Gestationszeitpunkten im sich in Bildung 
befindlichen frontalen Kortex darstellen, wobei es zu einem Abfall der Expression 
von GLUT1 und GLUT3 im Verlauf der Gestation kam. 
Betamethason zeigte keine signifikanten Effekte auf die Expression von GLUT1 
und GLUT3 im Vergleich zur Kontrollgruppe unabhängig vom Gestationsalter und 
Applikationsweg. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen am fetalen Schaf 
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konnten wir auch keine Betamethasoneffekte auf die GLUT1 und GLUT3 
Expression am nichtmenschlichen Primaten nachweisen.  
Damit werden GLUT1 und GLUT3 sehr früh während der Gestation maximal 
exprimiert, wobei die Expression nicht durch Betamethason gestört wird. Eine 
Hemmung der Glukoseaufnahme über die Blut–Hirnschranke und in die Neurone 
ist damit zumindest beim Feten nicht der Mechanismus für katabole 
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2 Einleitung 
 
2.1 Glukokortikoide und Geburtshilfe 
 
Trotz der mannigfaltigen, oftmals kritischen Wirkungen von Glukokortikoiden 
stellen diese bedeutende Therapeutika dar. Ein wichtiger Einsatzort ist die 
antenatale Glukokortikoidtherapie zur Förderung der Lungenreife bei drohender 
Frühgeburtlichkeit. In dieser Indikation sind Glukokortikoide lebensrettend, jedoch 
wurden in den letzten Jahren auch nichtpulmonale Effekte auf Kreislauf und 
Zentralnervensystem bei Feten gefunden (siehe Punkt 1), die in Zukunft die 
Indikationsstellung eventuell eingrenzen werden.  
Das Konzept einer Glukokortikoidtherapie beim Feten stammt aus dem Jahre 
1969, wo erstmals am fetalen Schaf die Beschleunigung der Lungenreifung durch 
Betamethason erfolgreich angewandt wurde (Liggins 1969). Im weiteren Verlauf 
konnte durch Liggins und Howie die präventive Wirkung von synthetischen 
Glukokortikoiden gegenüber einem Respiratory Distress Syndroms (RDS) in 
klinischen Studien bestätigt werden, da die perinatale Sterblichkeit deutlich sank 
(Liggins & Howie 1972), was für die damalige Zeit ein außerordentlicher Erfolg in 
der Bekämpfung des RDS war.  
Vorzeitige Wehen beobachtet man in 7 – 10 Prozent aller Schwangerschaften, 
wobei die eventuell nachfolgenden Komplikationen für ca. 75 Prozent der 
perinatalen Mortalität verantwortlich sind (Creasy 1991). Eine häufige Ursache 
sind genitale Infektionen (Creasy 1991). Die Cyclooxygenase–2 (COX–2) wird 
durch pro–inflamatorische Zytokine aktiviert und es kommt zur gesteigerten 
Prostaglandinsynthese, die Wehen auslösen können (Keelan et al. 1997). Auch 
chronisch hypoxische Mangelzustände können über die Aktivierung der fetalen 
Hypothalamus–Hypophysen–Nebennieren–Achse durch erhöhte Kortisolspiegel 
zu Wehen führen (Matthews et al. 1995, Durand et al. 1986). Des Weiteren 
können Mehrlingsschwangerschaften durch eine gesteigerte Dehnung des Uterus 
oder maternaler Stress über erhöhtes maternales Kortisol vorzeitige Wehen 
auslösen (Challis et al. 2001).  
Heutzutage werden routinemäßig die synthetischen Glukokortikoide 
Betamethason und Dexamethason in der Geburtshilfe zur Förderung der 
Lungenreife eingesetzt, da sie das Auftreten des RDS eindämmen (Übersichten in 
Ballard & Ballard 1995, Crowley 1995). Außerdem wirken sie neuroprotektiv 
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gegenüber intraventrikulären Blutungen (Elimian et al. 1999, Leviton et al. 1993). 
Aktuell wird von den National Institutes of Health (NIH) in den USA die 
Anwendung einer Glukokortikoidbehandlung bei Frauen zwischen der 24. SSW 
und der 34. SSW empfohlen, wenn bei diesen die Gefahr einer Frühgeburt 
innerhalb von 7 Tagen droht (NIH Consensus Statement 2000).  
In den letzten Jahrzehnten hat die Bedeutung der Lungenreifetherapie stetig 
zugenommen, da vor allem in den Industrieländern die Frühgeburtenrate, nicht 
zuletzt durch eine Zunahme der Mehrlingsschwangerschaften, angestiegen ist. 
Aktuell liegt sie z.B. in den USA bei ca. 12 (Dole et al. 2003, Blondel et al. 2002, 
MacDorman et al. 2002). In Deutschland liegt die Frühgeburtenrate derzeit bei ca. 
9 Prozent (Pildner et al. 2005). Somit ist es auch nicht verwunderlich, dass der 
Einsatz von Glukokortikoiden zur Lungenreifeinduktion in den USA von 52 Prozent 
1995 auf 75 Prozent 2000 angestiegen ist (Meadow et al. 2003). Weiterhin wird 
durch das heute zunehmende Alter der werdenden Mütter das Risiko einer 
Frühgeburtlichkeit noch verstärkt, so dass Therapiekonzepte zur Förderung der 
Lungenreife auch weiterhin von Bedeutung sind (Tough et al. 2002).  
Neben den genannten Vorteilen einer antenatalen Glukokortikoidtherapie sind in 
den letzten Jahren besonders durch tierexperimentelle Studien eine Reihe von 
unerwünschten Nebenwirkungen, insbesondere metabolische, kardiovaskuläre, 
zerebrovaskuläre und neuroendokrine Effekte, beschrieben worden, die zum Teil 
lebenslange Effekte zeigen (Günter et al. 2004).  
So konnte durch Untersuchungen an Ratten und Schafen gezeigt werden, dass 
eine antenatale Glukokortikoidbehandlung, abhängig von der Dosierung, eine 
Verminderung des Geburtsgewichts zur Folge hat (Sun et al. 1993, Jobe et al. 
1993, Pratt et al. 1999). Im Tierversuch konnte weiterhin eine Verzögerung des 
Wachstums beim unreifen Primaten (Uno et al. 1994) und beim fetalen Schaf 
(Jobe et al 1998) schon bei einmaliger maternaler Applikation eines 
Glukokortikoids gezeigt werden. Ebenso zeigten experimentelle Studien am 
fetalen Schaf eine Verzögerung des Gehirnwachstums durch antenatal 
verabreichte Glukokortikoide (Huang et al. 1999, Moss et al. 2005). Auch beim 
Menschen zeigten sich nach wiederholten Glukokortikoidgaben eine Abnahme des 
Geburtsgewichts und des Kopfumfanges (Abbasi et al. 2000, Esters et al. 2000, 
French et al. 1999, Banks et al. 1999).  
EINLEITUNG 
 
- 6 - 
Im Folgenden sollen die vaskulären Effekte angesprochen werden, da diese die 
Hirnfunktion direkt und indirekt beeinflussen. Ebenso soll in den folgenden 
Kapiteln auf zerebrale Nebenwirkungen der Glukokortikoide eingegangen werden. 
 
 
2.2 Glukokortikoideffekte auf die Herz–Kreislaufregulation und den 
zerebralen Gefäßtonus 
 
Glukokortikoide erhöhen das Herzminutenvolumen (Padbury et al. 1995, Stein et 
al. 1993) und führen zu einer Abnahme der Barorezeptorsensitivität (Segar et al. 
1998). Die Wirkungen von Glukokortikoiden auf den peripheren und zentralen 
Gefäßtonus sowie auf die Hirnfunktion sind komplex. Bisher ging man davon aus, 
dass synthetische Glukokortikoide keine zentralen Effekte auf die sympathische 
Hirnstammaktivität haben (van den Berg et al. 1990). Jedoch weiß man heute von 
einer Glukokortikoiddosis abhängigen Aktivierung von Neuronen bei Ratten in der 
Medulla oblongata, die für die Blutdruckregulation verantwortlich sind (Rong et al. 
1999). Die Aktivierung dieser Neuronen führte zu einem abrupten Blutdruckanstieg 
(Zhu et al. 1995). Über eine Vasokonstriktion erhöhen Glukokortikoide den 
peripheren Gefäßtonus (Derks et al. 1997) und damit den arteriellen Blutdruck, 
was in zahlreichen Untersuchungen am unreifen (Tangalakis et al. 1992) und 
reifen fetalen Schaf (Derks et al. 1997, Schwab et al. 2000, Roedel 2002) und 
auch am frühgeborenen Baby (Demarini et al.1999, Kari et al. 1994) nachweisbar 
war. Bei adulten Ratten (Levitt et al. 1996, Celsi et al. 1998) und beim adulten 
Schaf (Dodic et al. 1998) konnte weiterhin gezeigt werden, dass es nach einer 
pränatalen Glukokortikoidbehandlung im späteren Leben zu einer persistierenden 
arteriellen Hypertonie kam. Die blutdrucksteigernde Wirkung von Glukokortikoiden 
kommt möglicherweise durch eine gesteigerte Empfindlichkeit von fetalen 
Gefäßen gegenüber vasoaktiven Mediatoren wie Noradrenalin und Thromboxan 
sowie einer Verminderung der Wirkung von Bradykininen und Prostazyclin bzw. 
einer gestörten endothelialen Acethylcholinfunktion zustande (Anwar et al. 1999). 
Blutdrucksteigernd kann auch die Phenylethanolamin–N–Methyltransferase 
wirken, die durch Glukokortikoide im Nebennierenmark (Wurtman & Axelrod 1966, 
Wong et al. 1985, Wan & Livett 1989) aber auch in anderen extraadrenalen 
Geweben (Ciaranello et al. 1973, Moore & Phillipson 1975, Bohn et al. 1982, 
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Kennedy et al. 1993) exprimiert wird und ihre Wirkung über eine Steigerung der 
Adrenalinsynthese entfaltet. Dies konnte sowohl bei der fetalen, als auch bei der 
adulten Ratte nachgewiesen werden.  
Durch unsere Arbeitsgruppe konnten direkte Effekte einer pränatalen 
Glukokortikoidbehandlung auf das zerebrovaskuläre System des Schaffeten in 
utero nachgewiesen werden. Dabei kam es beim fetalen Schaf 24 Stunden nach 
Betamethasonapplikation zu einem signifikanten Abfall der fetalen 
Hirndurchblutung (Schwab et al. 2000, Roedel 2002). Ähnlich wie beim peripheren 
Gefäßsystem kommt es zum Anstieg des zerebrovaskulären Widerstandes durch 
Betamethasongabe (Schwab et al. 2000, Roedel 2002). Die Glukokortikoideffekte 
waren unabhängig vom Gestationsalter im letzten Drittel der Schwangerschaft 
nachweisbar (Löhle et al. 2005). Diese Veränderungen fanden vor bzw. während 
des vorgeburtlichen Kortisolanstieges statt und führten zu einer Störung der 
zerebralen Autoregulation (Müller et al. 2002). Ursache hierfür ist wahrscheinlich 
eine Hemmung der Prostaglandin– und NO–Synthese (Wood et al. 2003, Löhle et 
al. 2005). Diese Wirkung ist in vielen Geweben, so auch im Gefäßendothel 
(Blajchman et al. 1979, Crutchley et al. 1985, De Caterina & Weksler 1986) und 
Hirngewebe (Weidenfeld et al. 1987), nachweisbar. Den Prostaglandinen wird im 
fetalen Gehirn eine besondere Bedeutung zuteil, denn diese sind hier der 
wichtigste hormonelle Stimulus bei der Regulation des zerebralen Gefäßtonus 
(Benders et al. 1995, Jones et al. 1993, Leffler & Busija 1987). Somit kann die 
Vermutung geäußert werden, dass in hohem Maße vor allem das vasodilatorisch 
wirkende Prostaglandin durch Steroide gehemmt wird. Die unterdrückende 
Wirkung der Glukokortikoide auf die Prostaglandinsynthese erfolgt über die 
Expression eines Hemmproteins (Lipocortin) der Phospholipase A2. Dadurch wird 
die Freisetzung der Arachidonsäure, die Ausgangssubstanz für Prostaglandine 
und Leukotriene ist, blockiert (Übersicht in Karow/Lang 2003). Der inhibierende 
Effekt der Prostaglandinsynthese durch Glukokortikoide wurde hauptsächlich für 
das vasodilatorisch wirkende Prostaglandin E2 nachgewiesen (Leffler & Busija 
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2.3 Zerebrale Effekte von Glukokortikoiden 
 
2.3.1 Glukokortikoideffekte auf die Hirnstruktur 
 
Die physiologischen Glukokortikoide Kortisol und Kortison sind körpereigene 
Stresshormone. Obwohl sie für die normale Hirnreifung essentiell sind, können bei 
hohen Plasmaspiegeln, z.B. bei Stress oder nach Pharmakotherapie, 
neurotoxische Effekte auftreten (Übersicht McEwen et al. 1995, Sapolsky 1994, 
Scully & Otten 1995) und es kommt zu Apoptose auslösenden Vorgängen 
(Hassan et al. 1996). Diese Vorgänge traten sowohl in vitro, als auch in vivo auf. 
Dabei kam es durch Apoptose zu Dendritendegeneration, nachweisbar im 
Hippokampus der fetalen und adulten Ratte, sowie im Primatengehirn (Sapolsky et 
al. 1990, Scully & Otten 1995, Uno et al. 1994, Uno et al. 1990). Schon frühzeitig 
konnte in Studien gezeigt werden, dass die Neuro– und Gliagenese und 
nachfolgend auch die Myelinisierung durch Glukokortikoide negativ beeinflusst 
wird (De Kloet et al. 1988, Gumbinas et al. 1973, Howar & Benjamins 1975). So 
konnte sowohl bei der Ratte, als auch beim Schaf abhängig von der 
Glukokortikoiddosierung eine Abnahme myelinisierter Axone anhand des Nervus 
opticus und des Corpus callosum gezeigt werden (Gumbinas et al. 1973, Bohn & 
Friedrich 1982, Dunlop et al. 1997, Quinlivan et al. 2000 u. 2001). Diese Effekte 
sind wahrscheinlich reversibel und verzögern nur die Myelinisierung (Gumbinas et 
al. 1973, Bohn & Friedrich 1982). Bei den gerade aufgezeigten Effekten scheinen 
Typ II Rezeptoren (siehe Punkt 2.4), für die Beta– und Dexamethason hoch 
spezifisch sind, eine bedeutende Rolle zu spielen, da für diese Rezeptoren gezeigt 
werden konnte, dass sie neurotoxische Effekte und Apoptose vermitteln können 
(Hassan et al. 1996) .  
Nach einer antenatalen Behandlung mit Glukokortikoiden fiel weiterhin ein akuter 
Verlust von Mikrotubulus–assoziiertem Protein (MAP) beim unreifen Primaten 
(Antonow-Schlorke et al. 2003) und beim fetalen Schaf (Schwab et al. 2001) auf. 
MAP´s gehören zu den Zytoskelettproteinen, die in den Zellen aller Vertebraten 
vorkommen (Arnold & Trojanowski 1996, Viereck et al. 1988). Bedeutung haben 
diese in der Morpho– und Synaptogenese im sich entwickelnden Nervensystem 
(Johnson & Jope 1992, Matus 1991, Tucker 1990), weiterhin bei der Stabilisierung 
von Nervenzellfortsätzen und beim intrazellulären Nährstofftransport (Bershadsky 
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& Vasiliev 1989). Die zu verzeichnenden histologischen Veränderungen werden 
nicht durch die Reifung der Hypothalamus–Hypophysen–Nebennierenrinden–
Achse in den letzten Schwangerschaftswochen und den damit einhergehenden 
physiologischen Kortisolanstieg beeinflusst (Antonow-Schlorke et al. 2002). Durch 
eine Glukokortikoidbehandlung konnte des Weiteren eine akute Verminderung von 
Synaptophysin festgestellt werden (Antonow-Schlorke et al. 2001, Colberg et al. 
2004). Synaptophysin ist ein Protein der synaptischen Vesikel und gestattet 
Aussagen bezüglich der synaptischen Dichte. Die Effekte einer 
Glukokortikoidbehandlung auf MAP und Synaptophysin waren jedoch innerhalb 
von 24 Stunden reversibel (Antonow-Schlorke et al. 2006, Colberg et al. 2004). 
 
 
2.3.2 Glukokortikoideffekte auf die Hirnfunktion  
 
Entsprechende Wirkungen von Glukokortikoiden am adulten Tier und am Mensch 
waren auch Bestandteil von vielen Untersuchungen in Bezug auf Emotion, 
Vigilanz, Kognition und Gedächtnis sowie Wachstum. So haben Glukokortikoide 
möglicherweise auch Einfluss auf das limbische System (Übersicht Lupien & 
McEwen 1997). Brabham et al. (2000) und Emgard et al. (2007) berichten 
beispielsweise über Defizite der kognitiven Funktion (z.B. räumliches Lernen) und 
über eine gestörte Stressantwort bei adulten Ratten, deren Mütter pränatal 
mehrfach Glukokortikoiden erhalten hatten. Weiterhin wurde im Zusammenhang 
mit einer multiplen Glukokortikoidgabe während der Schwangerschaft auch über 
eine verzögerte mentale und psychomotorische Entwicklung in der Kindheit und 
Jugendzeit diskutiert (Esplin et al. 2000, Sinervo et al. 1999). Trautman et al. 
(1995) beschrieben eine Zunahme von gestörter Emotionalität, 
Vermeidungsverhalten, Ungeselligkeit und allgemeinen Problemen im 
Umweltverhalten bei Kindern, deren Mütter pränatal wiederholt Glukokortikoide 
erhalten hatten. 
Ferner gibt es nur wenige Untersuchungen am fetalen Gehirn. Beim fetalen Schaf 
wurde unter Betamethason eine gestörte elektrokortikale Funktion nachgewiesen 
(Schwab et al. 2001). Unter Betamethason kommt es auch akut zu einer 
Verzögerung von kortikalen akustisch evozierten Potentialen beim humanen Feten 
als Ausdruck einer gestörten Hirnfunktion (Schleussner et al. 2004). Interessant ist 
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weiterhin, dass es beim menschlichen Feten nach maternaler Applikation von 
Betamethason bzw. Dexamethason zu einer Abnahme von Körperaktivität und 
Atemaktivität sowie Herzfrequenzvariabilität als Ausdruck einer veränderten 
Hirnstammfunktion kam (Mulder et al. 1994, Derks et al. 1995, Senat et al. 1998). 
Bei frühgeborenen Babys wurde in diesem Zusammenhang ein verzögertes 
Einsetzten von kognitiven und psychomotorischen Fähigkeiten beobachtet (Esplin 
et al. 2000). Somit kam es also durch Glukokortikoide zu nachweisbaren 
Verhaltensänderungen, wobei selbst eine stressbedingte maternale Ausschüttung 
von Kortisol abhängig vom augenblicklichen Gestationsalter beim Feten zu 
nachweisbaren Verhaltenseffekten und neuroendokrinen Veränderungen führt 
(Weinstock 1997). Änderungen im Verhalten und Lernen durch eine pränatale 
Glukokortikoidbehandlung konnten weiterhin an der Maus und an der Ratte 
beobachtet werden (Benesova & Pavlik 1989, DeKosky et al. 1982, Howard 1973, 
Vicedomini et al. 1986). Allerdings konnte Dalziel et al. 2005 an Erwachsenen, 
deren Mütter eine einmalige pränatale Betamethasondosis zur Förderung der 
Lungenreife erhalten hatten, 30 Jahre später keine Effekte auf Kognition, 
Gedächtnis und Neurologie nachweisen.  
 
 
2.4 Wirkmechanismus von Glukokortikoiden  
 
Glukokortikoide sind lipophile Substanzen, die die Blut–Hirnschranke gut 
durchdringen und unter Stress bis auf das 10–fache ansteigen können (Übersicht 
Karow/Lang-Roth 2003). Ihre Wirkung entfalten Glukokortikoide durch Änderung 
der Transkription spezifischer Gene über Kortikoidrezeptoren Typ I und Typ II und 
Bindung an einen cytoplasmatisch oder nucleär lokalisierten Rezeptor, der zu den 
Steroidrezeptoren gehört (Übersichten Löffler und Petrides 1997).  
Beide Kortikoidrezeptoren (Typ I und Typ II) kommen im Gehirn vor. Am Typ I–
Rezeptor binden eher Mineralokortikoide bzw. das physiologisch vorkommende 
Kortisol, am Typ II–Rezeptor vor allem die synthetischen Glukokortikoide 
Betamethason und Dexamethason (Yang et al. 1990, Übersichten Klinke, 
Silbernagel 1996). Die Genexpression kann am Glukokortikoidrezeptor sowohl 
durch direkte Bindung an DNA, als auch DNA–bindungsunabhängig über Protein–
Protein–Wechselwirkungen beeinflusst werden (Beato et al. 1995, Mangelsdorf et 
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al. 1995). Voraussetzung für die Bindung an DNA, ein sogenanntes „glucocorticoid 
response element“, ist die Bildung eines Rezeptor Dimers. Die Repression von 
Genen erfordert keine DNA–Bindung. 
Typ I–Rezeptoren findet man im Hippocampus und Hypothalamus (Ahima et al. 
1991). Sie vermitteln im adulten Rattengehirn neuroprotektive Effekte (Hassan et 
al. 1996). Typ II–Rezeptoren dagegen kommen in den meisten Gehirnregionen, 
einschließlich dem zerebralen Kortex vor (Ahima & Harlan 1990, Cintra et al. 
1994) und lassen sich ab dem Gestationszeitpunkt 0.55 in der weißen Substanz 
des Schaffeten nachweisen (Brodhuhn 2003). Sie führen zu einer Abnahme der 
neuronalen Erregbarkeit (Übersicht in Joels & de Kloet 1992, Joels & de Kloet 
1994). Weiterhin werden über Typ II–Rezeptoren katabole 
Glukokortikoidwirkungen, neurotoxische und Apoptose induzierende Effekte 




2.5 Zerebraler Glukosestoffwechsel, Glukoseutilization und 
Glukosetransportproteine 
 
Ganz allgemein kann man die Wirkung von Glukokortikoiden auf den 
Glukosestoffwechsel als katabol bzw. insulinantagonistisch bezeichnen, da diese 
den Blutglukosespiegel über eine gesteigerte Glukoneogenese und 
Glykogensynthese steigern (Übersicht in Karow/Lang-Roth 2003). Unter 
Glukokortikoiden kommt es außerdem zu einer verminderten lokalen 
Glukoseutilization, was im adulten (Doyle et al. 1994) und sich in Entwicklung 
befindlichen Gehirn (Tuor et al. 1997) beobachtet werden konnte. So bewirken 
Glukokortikoide während der Hirnentwicklung eine Verminderung der zerebralen 
Glukoseutilization (Tour et al. 1997). Im Einklang dazu führte Betamethason beim 
fetalen Schaf bereits in der klinisch verabreichten Dosis zu einer Senkung der 
Enzymaktivitäten von Atmungskettenenzymen beim fetalen Schaf (Schwab et al. 
2006a). Entscheidend für die Hirnentwicklung bzw. die Hirnfunktion ist jedoch der 
zerebrale Glukosestoffwechsel, da Glukose der wichtigste Energielieferant der 
benötigten Stoffwechselenergie darstellt (Scheinberg 1965, Susan et al. 2003). So 
beträgt z.B. der Energiebedarf des adulten menschlichen Gehirns 15 Prozent des 
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Gesamtbedarfs des menschlichen Organismus (Übersichten in Klinke R, 
Silbernagel S. 1996). Im REM–Schlaf besitzt das Gehirn eine hohe 
Stoffwechselaktivität, der Fetus verbringt im letzten Viertel der Schwangerschaft 
fast 50 Prozent der Zeit im REM–Schlaf (Schwab et al. 2006b), so dass eine 
kontinuierliche Glukosezufuhr sichergestellt werden muss (Übersicht in Löffler und 
Petrides 1997). Eine weitere Möglichkeit der Energiegewinnung und Verwertung 
besteht in dem Verbrauch von Ketonkörpern, was z.B. beim jungen Säugling zu 
beobachten ist (Hawkins et al. 1986). Glukose wird über spezielle 
Transportsysteme durch die Plasmamembran transportiert. Dies wird prinzipiell 
über zwei Mechanismen gewährleistet: Einmal durch einen sekundär aktiven, 
natriumabhängigen Glukosetransport, der hauptsächlich an der luminalen Seite 
des Epithels des Intestinaltraktes und der Niere lokalisiert ist und zum anderen 
durch erleichterte Diffusion über Glukosetransportproteine, die praktisch 
Carrierproteine darstellen (Takata 1996, Übersicht in Löffler und Petrides 1997). 
Diese Transportwege sind nötig, da freie Glukose die Lipiddoppelschicht der 
Membranen nicht passieren kann. Insofern wird so für den Glukosetransport quasi 
ein „Hydrophiler Kanal“ geschaffen. Glukosetransportproteine, von denen derzeit 
ca. 12 Isoformen bekannt sind (Hanu et al. 2000, Sakyo et al. 2002), weisen 
untereinander beträchtliche Ähnlichkeit auf, wobei die unterschiedlichen Isoformen 
gewebs– bzw. zellspezifisch exprimiert werden. Für unsere Untersuchungen 
waren zwei Glukosetransportproteine von besonderer Bedeutung, nämlich GLUT1 
und GLUT3. Diese beiden Isoformen sind hauptsächlich an der zerebralen 
Glukoseaufnahme beteiligt (Dwyer et al. 2002, Vannucci et al. 1997, Nehlig 1997). 
Weiterhin haben Glukosetransportprotein 1 und 3 Bedeutung an der Vermittlung 
des Transportes von Dehydroascorbinsäure, da diese eine ähnliche Struktur wie 
Glukose aufweist (Rumsey et al. 1997). Im Gehirn kommt GLUT1 in zwei 
molekularen Massen vor, einmal als 55 kDa großes Molekül, was in hoher 
Konzentration in Kapillaren des Endothels, vor allem in der Blut–Hirnschranke, 
vorhanden ist, und als 45 kDa großes Molekül, angesiedelt im Plexus choroideus, 
in Gliazellen und im Hirnparenchym (Dick et al. 1984, Gerhart et al. 1989, Maher 
et al. 1993, Vannucci et al. 2003). Interessant ist weiterhin, dass GLUT1 
limitierend für die Glukoseaufnahme in das Gehirn ist (Vannucci et al. 1994, 
Übersichten Löffler und Petrides 1997). GLUT3 stellt das dominierende 
Glukosetransportprotein in der neuronalen Membran dar (Maher et al. 1991, 
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Bondy et al. 1992, Vannucci et al. 2003) und kommt auch in den Purkinjezellen 
des Kleinhirns vor (Fields et al. 1999). Dagegen konnte GLUT3 nicht in der Blut–
Hirnschranke nachgewiesen werden (Bondy et al. 1992, Maher et al. 1993). Die 
Glukoseaufnahme in das Neuron durch GLUT3 wird dabei auch bei geringen 
lokalen Glukosekonzentrationen durch einen niedrigen KM Wert für Glukose 
begünstigt (Maher et al. 1996, Caruthers 1990). Beide Transportsysteme, GLUT1 
und GLUT3, arbeiten insulin–unabhängig (Maher et al. 1996, Khan et al. 1999).  
Eine wichtige Funktion von GLUT1 ist die Vermittlung des erleichterten 
Glukosetransportes durch die Blut–Hirnschranke, da diese für Glukose eine 
natürliche Barriere darstellt. Dabei befindet sich der Glukosetransporter sowohl an 
der luminalen, als auch an der abluminalen Membran (Greger et al. 1996). Die 
Blut–Hirnschranke dient der Konstanthaltung des intrazerebralen, zentralen 
Milieus und stellt damit eine Epithelbarriere zum peripheren Organismus dar. 
Schon 1885 stellte Paul Ehrlich fest, dass die Applikation eines Farbstoffes in das 
periphere Blut das Gehirn ausspart und somit eine Barrierefunktion vorhanden 
sein muss (Roche-Lexikon Medizin 1998). Die eigentliche Blut–Hirnschranke 
zwischen Kapillarendothel und zentralnervösem Extrazellularraum wird von 
Endothelzellen, die durch enge tight junctions verbunden sind, umgebenden 
Perizyten und gemeinsamer Basalmembran gebildet (Übersicht Benninghof 1994). 
Durchgängig ist die Blut–Hirnschranke für lipophile Substanzen und weiterhin für 
O2, CO2 und NH3 (Übersicht in Löffler und Petrides 1997). Neben den wichtigen 
Carriersystemen für Glukose, Aminosäuren und unter bestimmten Bedingungen 
auch Ketonkörpern (Löffler und Petrides 1997, Gerhardt et al. 1997, Leino et al. 
1999) sind auch Astrozyten an Transport und Freisetzung wichtiger 
Strukturelemente sowie Enzymen beteiligt (Abbott 2002). Glukose wird an der 
Blut–Hirnschranke aber wahrscheinlich selektiv durch GLUT1 transportiert 
(Vannucci et al. 1994). 
Die Expression von GLUT1 und GLUT3 im fetalen Gehirn scheint 
entwicklungsabhängig zu sein. So wurden GLUT1 und GLUT3 schon im fetalen 
Rattengehirn nachgewiesen, die Spiegel von GLUT1 und GLUT3 steigen speziell 
postnatal mit Fortschreiten der Reifung weiter stark an (Vannucci, 1994, 
Nagamatsu et al. 1994). Es wird angenommen, dass das fetale Gehirn seine 
Energie quasi aus einem „Nährstoffmix“ schöpft, der aus Glukose, Laktat und 
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Ketonkörpern besteht (Cremer 1982, Nehlig 1997). Anaerobe Stoffwechselwege 
spielen im fetalen Gehirn eine bedeutende Rolle (Matsumoto et al. 1995). 
Die neuronale Glukoseverwertung im sich entwickelnden Gehirn ist in den 
einzelnen Hirnregionen lokal unterschiedlich ausgeprägt (Hawkins et al. 1986, 
Nehlig et al. 1993). So konnte beispielsweise bei neugeborenen Ratten sowie bei 
neugeborenen Affen und menschlichen Neugeborenen gezeigt werden, dass ein 
früher Anstieg von GLUT3 vor allem im Thalamus zu verzeichnen war (Chugani 
und Phelps 1986, Chugani et al. 1987, Kennedy et al. 1982, Nehlig et al. 1988, 
Vannucci et al. 1989). Die Expression von GLUT1 und GLUT3 hängt dabei stark 
von der regional unterschiedlichen Glukoseverwertung ab, GLUT1 ist dabei 
mengenlimitierend für die Glukoseaufnahme in das Gehirn (Sokoloff et al. 1977, 
Nehlig et al. 1988, Vannucci et al. 1998).  
Postnatal stellt sich die Situation so dar, dass unter physiologischen Bedingungen 
zunehmend Glukose als Energiespender „Nummer Eins“ an Bedeutung gewinnt 
und die anaeroben Stoffwechselwege in den Hintergrund treten (Cremer 1982, 
Nehlig 1997). Gerade in der postnatalen Phase kommt es zu einem Anstieg des 
messbaren Hirnstoffwechsels und der Gehirnaktivität, was durch die größere 
Anzahl der synaptischen Verbindungen (Aghajanian et al. 1967), einem Anstieg 
der bioelektrischen Aktivität (Deza et al. 1967, Cocks et al. 1970) und letztendlich 
auch in einer Zunahme der Glukoseutilization am Beispiel der Ratte gezeigt 
werden konnte (Vannucci et al. 1994).  
 
Horner et al. (1990) konnte bei experimentellen Untersuchungen bei in vitro 
gezüchteten Neuronen einen Abfall der Glukoseaufnahme in die Zelle unter 
Dexamethasongabe nachweisen. Die Konzentration an GLUT wurde dabei nicht 
gemessen. Interessant wäre es, ob im fetalen Gehirn eine verminderte 
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3 Ziele der Arbeit 
 
Unter dem Aspekt der häufigen Glukokortikoidgabe an schwangere Frauen zur 
Förderung der fetalen Lungenreifung gewinnen Faktoren, die die frühkindliche und 
spätere Entwicklung sowie eine spätere Krankheitsdisposition beeinflussen 
können, zunehmend an Bedeutung. 
Wie in der Einleitung ausgeführt gibt es eine Vielzahl von akuten 
Glukokortikoideffekten auf die Hirnstruktur und Hirnfunktion. Eine Ursache hierfür 
sind möglicherweise katabole Glukokortikoideffekte auf den zerebralen 
Stoffwechsel (siehe Punkt 2.3). Wesentlich scheinen hier neben der Hemmung der 
Enzyme der Atmungskette (Schwab et al. 2006b) auch Glukokortikoideffekte auf 
die Glukoseaufnahme zu sein, denn in der Zellkultur konnte bei adulten Neuronen 
gezeigt werden, dass die Glukoseaufnahme gehemmt wird (Horner et al. 1990). 
GLUT1, das in der Blut–Hirnschranke exprimiert wird und GLUT3, das in der 
neuronalen Membran vorkommt, stellen dabei sehr wichtige Transportproteine für 
den zerebralen Glukosetransport dar, GLUT1 ist dabei limitierend für die 
Glukoseaufnahme ins Gehirn. Die Glukosetransporter wurden in diesen in vitro 
Untersuchungen aber nicht untersucht. Außerdem wurden keine 
Glukokortikoideffekte auf die Glukoseaufnahme am sich entwickelnden Gehirn 
untersucht.  
Unsere Arbeitshypothese war, dass Glukokortikoide, in der klinisch angewandten 
Dosis zur Förderung der Lungenreife, GLUT1 und GLUT3 hemmen. 
Wir haben deshalb immunhistochemisch die Effekte einer 
Glukokortikoidapplikation, wie sie in der Geburtshilfe zur Förderung der 
Lungenreife Frühgeborener praktiziert wird, auf die Expression der 
Glukosetransporter GLUT1 und GLUT3, über die der Glukosetransport 
carriergebunden erfolgt, in vivo am chronisch instrumentierten Schaf geprüft.  
Das fetale Schaf ist ein geeignetes Tiermodell zur Untersuchung der 
Fragestellungen, da hier die Glukokortikoidtherapie zur Förderung der Lungenreife 
bei drohender Frühgeburt (siehe Punkt 2.1) entwickelt wurde (Liggins & Howie 
1969). Dieses Tiermodell wurde weiterhin für eine Vielzahl anderer 
physiologischer und pathophysiologischer Fragestellungen erfolgreich eingesetzt. 
Untersuchungen am fetalen Schaf haben sich stets als eine solide Basis für 
nachfolgende Studien mit Primaten zu Kernfragestellungen erwiesen. Weiterhin 
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ähnelt der zeitliche Ablauf der intrauterinen Entwicklung der des menschlichen 
Feten, auch wenn das Schafgehirn zur Geburt reifer als das menschliche Gehirn 
ist (Astrom 1967, Dobbing & Sands 1979). Beim Schaf sind im Allgemeinen 
Einlings– oder Zwillingsträchtigkeiten zu erwarten. Die Größe und Robustheit der 
Feten erlauben im Gegensatz zu Ratten oder anderen Kleinnagern einerseits und 
Primatenfeten andererseits eine umfangreiche Instrumentierung. Daneben werden 
invasive Untersuchungen auch von den Muttertieren gut toleriert. In unserer 
Arbeitsgruppe konnten wir bei vorausgegangenen Untersuchungen zeigen, dass 
schon zwei Tage postoperativ keine Einflüsse der Instrumentierung auf die fetale 
kortikale Hirnaktivität nachweisbar waren.  
Wir verabreichten dem Mutterschaf gewichtsadaptiert das synthetische 
Glukokortikoid Betamethason zum Zeitpunkt 0.73 der Gestation intramuskulär, 
also in einem Zeitraum, in dem auch in der Klinik Glukokortikoide verabreicht 
werden. Mögliche Einflüsse einer unterschiedlichen Plazentapassage zwischen 
humaner und oviner Plazenta sowie die Abhängigkeit der Glukokortikoideffekte 
von der Pharmakokinetik untersuchten wir durch eine direkte fetale Infusion von 
Betamethason zum Zeitpunkt 0.73 in einer weiteren Gruppe von Schaffeten. 
Die Reversibilität der Effekte von Betamethason untersuchten wir 20 Tage nach 
einer in der Klinik häufig durchgeführten wiederholten Glukokortikoidgabe. Hierzu 
applizierten wir Betamethason als gewichtsadaptierte Dosis intramuskulär in zwei 
Behandlungszyklen im Abstand von einer Woche an zwei verschiedenen 
Gestationszeitpunkten (0.69 und 0.73). 
Grundlage für die Untersuchung der Glukokortikoideffekte war die Darstellung der 
Ontogenese von GLUT1 und GLUT3. Obwohl postnatal eine Zunahme der GLUT1 
und GLUT3 Expression während der Ontogenese bei der Ratte nachgewiesen 
wurde (Vannucci, 1994, Nagamatsu et al. 1994, Cremer 1982, Nehlig 1997), gibt 
es am gyrierten Gehirn und intrauterin dazu bisher kaum Daten. 
Die Untersuchungen zu den Glukokortikoideffekten auf GLUT1 und GLUT3 am 
fetalen Schaf wurden, um die Übertragbarkeit auf den Menschen herzustellen, 
durch Schwerpunktuntersuchungen am frontalen Kortex des nichtmenschlichen 
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4 Methodik 
 
4.1 Übersicht über die experimentellen Gruppen 
 
In der vorliegenden Tabelle (Tab. 1) sind die einzelnen experimentellen Gruppen 
dargestellt. Die Trächtigkeit des Schafes beträgt ca. 150 Tage, die des Gelben 
Pavians ca. 180 Tage. 
 
Tab. 1:  













40. GT (Gestationstag) 
entspricht dem Zeitpunkt 0.27 der Gesamtgestation 
(n = 6) 
60. GT 
entspricht dem Zeitpunkt 0.40 der Gesamtgestation 
(n = 7) 
80. GT 
entspricht dem Zeitpunkt 0.53 der Gesamtgestation 
(n = 7) 
95. GT 
entspricht dem Zeitpunkt 0.63 der Gesamtgestation 
(n = 7) 
110. GT 
entspricht dem Zeitpunkt 0.73 der Gesamtgestation 
(n = 9) 
130. GT 
entspricht dem Zeitpunkt 0.87 der Gesamtgestation 
(n = 5) 
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Maternale intramuskuläre sowie fetale intravenöse 
Applikation einer gewichtsadaptierten klinischen 
Glukokortikoiddosis am 110. GT (entspricht dem 
Zeitpunkt 0.73 der Gesamtgestation). 
Kontrolle   (maternale intramuskuläre Applikation) (n = 3) 
Behandelt (maternale intramuskuläre Applikation) (n = 3) 
 
Kontrolle   (fetale intravenöse Applikation) (n = 9) 












Maternale intramuskuläre Applikation einer 
gewichtsadaptierten Glukokortikoiddosis am 104. GT. 
(entspricht dem Zeitpunkt 0.69 der Gesamtgestation) 
und am 110. GT (entspricht dem Zeitpunkt 0.73 der 
Gesamtgestation).  
 
Kontrolle   (maternale, intramuskuläre Applikation) (n = 5) 














Maternale intramuskuläre Applikation einer 
gewichtsadaptierten klinischen Glukokortikoiddosis am 
130. GT (entspricht dem Zeitpunkt 0.73 der 
Gesamtgestation). 
 
Kontrolle   (maternale intramuskuläre Applikation) (n = 8) 
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4.2 Übersicht über das experimentelles Design 
 
In den vorliegenden Untersuchungen sollte Betamethason in den verschiedenen 
Schafgruppen, im Gegensatz zur menschlichen Situation, gewichtsadaptiert auf 
die Mutter maternal intramuskulär verabreicht werden, um konstante 
experimentelle Bedingungen zu erreichen. Eine chronische Instrumentierung der 
Feten wurde durchgeführt, um die Effekte nach maternaler 
Betamethasonapplikation mit denen nach direkt fetaler intravenöser Gabe 
vergleichen zu können. Des Weiteren konnte durch die Instrumentierung ein 
Monitoring der fetalen Gesundheit (Blutdruck, EKG, Blutgaskontrollen) 
durchgeführt werden. Bei den Untersuchungen zur Ontogenese waren die 
Mutterschafe und Feten nicht instrumentiert. Auch die fetalen Paviane waren nicht 
instrumentiert. 
Die Experimente am fetalen Schaf und am nichtmenschlichen Primaten fanden mit 
Unterstützung des Instituts für Versuchstierkunde der Friedrich–Schiller–
Universität Jena und des Department of Biomedical Sciences, Laboratory for 
Pregnancy and Newborn Research, College of Veterinary Medicine, Cornell 
University Ithaca, New York statt und waren durch die Tierschutzkommission des 
Landes Thüringen und des Cornell University Animal Use and Care Committee 
genehmigt worden. Es wurden Schafe der amerikanischen Rassen Rambouillet–
Colombia bzw. ihrer deutschen Entsprechung Merino-Schwarzkopf sowie 
nichtmenschliche Primaten der Rasse „Gelber Pavian“ eingesetzt. Die Haltung 
erfolgte unter standardisierten Bedingungen in einem entsprechenden Tierstall 
unter Aufsicht eines Tierarztes, wobei dem zu experimentellen Untersuchungen 
genutzten Schaf jeweils ein weiteres Schaf zur Seite stand, da Schafe Herdentiere 
und daher Gesellschaft gewohnt sind. Die Paviane wurden einzeln in Sichtweite 
von anderen Tieren gehalten.  
Auf eine Akklimatisierung in den Tierställen und Käfigen von mindestens fünf 
Tagen vor Instrumentierung und fünf Tagen nach OP–Instrumentierung wurde 
geachtet. Die Tiere hatten freien Zugang zu Futter und Wasser und waren einem 
festen Tag–Nacht–Rhythmus bzw. Hell–Dunkel–Rhythmus von 14 Stunden Licht 
und 10 Stunden Dunkelheit ausgesetzt. Die Raumtemperatur betrug 20° C.  
An den Untersuchungen am chronisch instrumentierten Schaf (Unterbringung und 
Vorbereitung der Schafe, Instrumentierung und anschließende medikamentöse 
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Behandlung, Perfusion der fetalen Gehirne und Tieffrieren) waren aufgrund der 
Komplexität der Experimente mehrere Mitarbeiter beteiligt. Meine Aufgabe 
bestand in der Gewinnung, Aufarbeitung, immunhistochemischen Färbung und 
Untersuchung der fetalen Gehirne. 
 
 
4.3 Verwendete Glukokortikoide 
 
Als Glukokortikoid wurde von uns Betamethasonphosphat (Celestan solubile 
Essex, München, Deutschland), ein auch in der Klinik standardgemäß 
eingesetztes Glukokortikoid zur Förderung der fetalen Lungenreife bei drohender 
Frühgeburtlichkeit (NIH 2000), verwendet. Die klinische Gabe von 
Glukokortikoiden in der Geburtshilfe wird von dem NIH (National Institute of 
Health) in dieser Indikation empfohlen (NIH 2000). Betamethason und auch 
Dexamethason sind synthetische Glukokortikoide, die sich in ihrer Struktur ähneln. 
Sie haben annähernd gleiche biologische Aktivität sowie beim geplanten 
experimentellen Tiermodell eine identische Wirksamkeit (Derks et al. 1997). Beide 
Medikamente werden auch in Deutschland routinemäßig in der Geburtshilfe 
eingesetzt. Im Unterschied zu Kortisol weisen synthetische Glukokortikoide einen 
stärkeren Glukokortikoideffekt auf. Erklärbar wird das durch ungleiche Affinität zu 
Transcortin, was ein Kortisol transportierendes Globulin darstellt und unter 
physiologischen Bedingungen 90 Prozent des Plasmakortisols binden kann, bzw. 
zum Typ I– und Typ II–Rezeptor und zum cytosolischen Kortisolrezeptor oder aber 














Struktur von Betamethason und Dexamethason 
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4.4 Experimentelles Protokoll zu Untersuchungen am fetalen Schaf 
 
4.4.1 Termingerechte Züchtung der Tiere 
 
Um eine terminierte Verpaarung beim Schaf zu erreichen sowie eine exakte 
experimentelle Planung zu ermöglichen und jahreszeitlich weitestgehend 
unabhängig zu sein, wurde ein standardisiertes Verfahren zur 
Ovulationsauslösung angewandt (Müller et al. 2003). Damit war es möglich, bei 
dem Mutterschaf, unabhängig von der Jahres– bzw. Paarungszeit, eine Ovulation 
zu erreichen. Dabei wurde dem Mutterschaf, um vorerst eine Zyklusblockade 
herbeizuführen, ein mit Gestagenen getränkter vaginaler Schwamm implantiert, 
wobei die Gestagene kontinuierlich freigesetzt wurden. Mit dem Ziel, ein 
Reboundphänomen zu erreichen, wurde dem Mutterschaf die Gestagenquelle 
entnommen und eine Superovulation mittels Choriongonadotropin (Intervet, 
München, Deutschland) ausgelöst. Der Bock wurde 24 Stunden zum Schaf 
gelassen, um so einen genauen Empfängnistermin bestimmen zu können. Durch 
Analyse der Progesteronwerte wurde eine Trächtigkeit geprüft. Beim Pavian 
erfolgt die terminierte Verpaarung ohne hormonelle Stimulation.  
 
 
4.4.2 Untersuchung der Ontogenese von GLUT1 und GLUT3 
 
Es wurden histologische Untersuchungen an 41 Schaffeten der Rasse Merino-
Schwarzkopf in verschiedenen Gestationsaltern durchgeführt.  
Bei einer Trächtigkeitsdauer von 150 Tagen, wurden fetale Schafgehirne zum 
Zeitpunkt 0.27, 0.4, 0.53, 0.63, 0.73 und 0.87 histologisch aufgearbeitet (siehe 
Tab. 1). Zum ausgewählten Gestationszeitpunkt wurden die Feten dazu per Sectio 
entwickelt und deren Gehirne zur histologischen Bearbeitung entnommen und 
fixiert (siehe Punkt 4.4.6).  
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4.4.3 Chirurgische Instrumentierung 
 
Vor der Untersuchung der Betamethasoneffekte wurden die Schaffeten 
instrumentiert. Vor der sterilen Instrumentierung der Schaffeten wurde eine 
Nahrungskarenz von 24 Stunden eingehalten. Als Prämedikation erhielten die 
Mutterschafe 1 g Ketamin (Ketamin-ratiopharm 50, Ratiopharm, Ulm, 
Deutschland) intramuskulär und 2,5 g Atropin (Atropinsulfat, B. Braun, Melsungen, 
Deutschland) intravenös injiziert. Die Mutterschafe wurden mittels Maske bei 4% 
Halothankonzentration (Fluothan, Zeneca, Wedel, Deutschland) in 100% 
Sauerstoff narkotisiert und relaxiert sowie anschließend intubiert. Die 
Halothanerhaltungsdosis lag bei 2% in 100% Sauerstoff. Den Mutterschafen 
wurde zur Analgetika– und Antibiotikamedikation ein zentraler Venenkatheter in 
die linke Vena jugularis externa und zur Blutgasanalyse bzw. arteriellen 
Blutdruckmessung ein zentralarterieller Katheter in die rechte Arteria carotis 
communis gelegt. Durch einen abdominalen Median– und anschließenden 
Uterusschnitt wurden die Schaffeten entwickelt. Den Feten wurde die rechte Vena 
jugularis externa freipräpariert und zum Zwecke der späteren Verabreichung 
synthetischer Glukokortikoide ein zentraler Polyvinyl–Venenkatheter angelegt. In 
gleicher Weise wurde die linke Arteria carotis communis der Feten freipräpariert 
und mit einem Polyvinylkatheter katheterisiert, um hier den fetalen arteriellen 
Blutdruck zu messen und Blutgasanalysen durchführen zu können. Der fetale 
arterielle Blutdruck wurde mittels Amnionkatheter auf den hydrostatischen Druck 
und damit die Höhe des Transducers korrigiert. Nach der Instrumentierung wurden 
die Feten in den Uterus rückverlagert und dieser mittels Rückstichnaht nach 
Donati verschlossen. Anschließend erfolgte der Verschluss der Bauchdecke der 
Mutterschafe in Form einer Einzelknopfnaht. 
Zur postoperativen Schmerzbekämpfung erhielten die Tiere über drei Tage 
zwölfstündlich eine zentralvenöse Dosis von 30 – 50 mg kg-1 KG-1  Metamizol 
(Berlosin injekt, Berlin-Chemie, Berlin, Deutschland). Zur Infektionsprophylaxe 
bekam das Mutterschaf eine Tagesdosis von 1 g Ampicillin (Ampicillin, 
Ratiopharm, Ulm, Deutschland) und 150 mg Gentamycin (Gentamicin, aniMedica, 
Senden–Bösensell, Deutschland) zentralvenös und der Fetus 1 g Ampicillin und 
50 mg Gentamycin in die Amnionhöhle bis zum zweiten postoperativen Tag 
verabreicht. Die eingebrachten Katheter wurden mittels Infusionspumpen bei einer 
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Infusionsrate von 0,5 ml/h kontinuierlich mit Heparin (Liquemin, Roche, Grenzach–
Wyhlen, Deutschland), (12,5 IU/ml in 0,9 prozentigem NaCl) gespült. Das 
instrumentierte Schaf und das Gesellschaftsschaf wurden postoperativ in speziell 




4.4.4 Untersuchung akuter Glukokortikoideffekte beim Schaffeten 
 
Es wurden akute Effekte unter einer Glukokortikoidgabe zum Zeitpunkt 0.73 (siehe 
Tab. 1) eruiert. Dabei wurde Betamethason mütterlich intramuskulär oder direkt 
fetal intravenös verabreicht. Bei letzterem Applikationsweg sollten unterschiedliche 
Effekte der menschlichen und ovinen Plazenta (Scheunert 1987) auf die Passage 
von Betamethason ausgeschlossen werden. Außerdem gibt es Hinweise auf eine 
differente Glukokortikoidrezeptoraktivierung bei intramuskulärer und intravenöser 
Applikation (Schwab et al. 2004). 
Die Betamethasongabe erfolgte fünf Tage nach Instrumentierung und wurde am 
Vormittag begonnen. Insgesamt wurden 27 Tiere untersucht. 
Maternale intramuskuläre Applikation: Die mit Betamethason behandelten 
Muttertiere bekamen zweimal vormittags (9.00 Uhr) eine Dosis von 110 µg kg-1 
KG-1  im Abstand von 24 Stunden intramuskulär appliziert. Betamethason wurde 
als gewichtsadaptierte Dosis eingesetzt und  entsprach einer klinisch 
angewandten Betamethasondosis von zweimal 8 mg zur Förderung der fetalen 
Lungenreife für eine 70 Kilogramm schwere schwangere Frau. Die Muttertiere der 
Kontrollgruppe bekamen zweimalig eine 0,9 % NaCl–Lösung im Abstand von 24 
Stunden injiziert.  
Nach insgesamt 48 Stunden, d.h. 24 Stunden nach der zweiten Applikation, 
wurden die Feten per Sectio entwickelt, das fetale Gehirn fixiert und entnommen 
(siehe Punkt 4.4.6).  
Fetale intravenöse Infusion: Die mit Glukokortikoiden behandelten Schaffeten 
erhielten Betamethason mit einer Konzentration von 3,3 µg kg-1 KG-1  h-1 bei einer 
kontinuierlichen Laufrate von 1 ml h-1 über 48 Stunden verabreicht. Mit der 
Infusion wurde wiederum am Vormittag 9.00 Uhr begonnen.  
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Die Kontrollfeten für die fetale intravenöse Applikation von Betamethason erhielten 
eine 0,9 % NaCl–Lösung über die Vena jugularis externa mit einer kontinuierlichen 
Laufrate von 1 ml h-1 über 48 Stunden infundiert.  
Nach Ablauf der 48–stündigen Infusion erfolgte die Darstellung der Feten durch 
Sectio der Mutterschafe mit anschließender Entnahme der fetalen Gehirne zur 
histologischen Aufarbeitung (siehe Punkt 4.4.6).  
 
 
4.4.5 Untersuchung chronischer Glukokortikoideffekte beim Schaffeten 
 
In diesem Teil der Untersuchungen wurden fetale Schafgehirne histologisch 
untersucht, die an zwei definierten Zeitpunkten der Gestation (0.69 und 0.73 der 
Gestation) eine Betamethasonapplikation erhielten (siehe Tab. 1). Dabei sollte die 
Reversibilität der Betamethasoneffekte untersucht werden. Betamethason wurde 
dazu in zwei Behandlungszyklen zweimal im Abstand von einer Woche 
verabreicht.  
Insgesamt wurden 13 Tiere untersucht. Die Applikation von Betamethason erfolgte 
gewichtsadaptiert. Die mit Glukokortikoiden behandelten Muttertiere bekamen zum 
Zeitpunkt 0.69 und 0.73 jeweils zweimal eine Betamethasondosis von 110 µg kg-1 
KG-1  am Vormittag 9.00 Uhr im Abstand von 24 Stunden intramuskulär injiziert. 
Die Mutterschafe der Kontrollgruppe bekamen zum Zeitpunkt 0.69 und 0.73 
jeweils zweimal eine 0,9% NaCl–Lösung im Abstand von 24 Stunden 
intramuskulär injiziert.  
Zum Zeitpunkt 0.87 erfolgte die Entwicklung der Schaffeten per Sectio mit 
anschließender Perfusionsfixierung (siehe Punkt 4.4.6) der fetalen Gehirne zur 
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4.4.6 Gewinnung der fetalen Schafgehirne 
 
Am Ende des medikamentösen Versuchsprotokolls erfolgte die 
Perfusionsfixierung der fetalen Schafgehirne. 
Hierzu wurde das Mutterschaf mit 1 g Ketamin prämediziert, die Anästhesie mittels 
4% Halothankonzentration in 100% Sauerstoff eingeleitet und fortgesetzt, die 
Bauchdecke mit einem Medianschnitt eröffnet und ein Uterusschnitt zur 
Entwicklung des Feten unternommen. Nach Entwicklung des Feten erfolgte die 
Punktion dessen linker Arteria carotis communis, in die ein kopfwärts gerichteter 
Katheter eingeführt wurde. Anschließend wurden die Hirngefäße über den 
eingebrachten Katheter mit heparinisierter physiologischer Kochsalzlösung 
blutleer gespült. Sowohl der Schaffetus, als auch das Mutterschaf befanden sich 
während des Fixierungsvorganges in tiefer Halothannarkose. Nachdem die 
Hirngefäße blutleer waren, wurde das fetale Gehirn 10 Minuten lang über die A. 
carotis communis mit einer 4% Formalinlösung gespült und damit fixiert, um 
anschließend den Schädel zu eröffnen und das Gehirn zu entnehmen. Weiterhin 
wurde das Gehirngewicht bestimmt. Das Mutterschaf wurde nach Beendigung des 
Vorganges mit einer intravenösen 16% Pentobarbitalinfusion (Narcoren, Aventis, 
Frankfurt, Deutschland) eingeschläfert.  
 
 
4.5 Experimentelles Protokoll zu Untersuchungen akuter 
Betamethasoneffekte auf GLUT1 und GLUT3 am nichtmenschlichen 
Primaten 
 
Um einen engen Bezug zum Menschen herzustellen, wurden auch 
nichtmenschliche Primaten untersucht. Daher wurde eine 
Glukokortikoidbehandlung an trächtigen Pavianen (Gelber Pavian) durchgeführt 
und anschließend das fetale Gehirn histologisch untersucht. Die Experimente, d.h. 
Unterbringung und Vorbereitung der Paviane, medikamentöse Behandlung und 
Fixierung der Gehirne durch Perfusion mit 4% Formalinlösung, fanden am 
Laboratory for Pregnancy and Newborne Research, College of Veterinary 
Medicine, Cornell University, USA statt. 
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Insgesamt wurden 15 Tiere untersucht. Bei einer Trächtigkeitsdauer von 180 
Tagen bekamen die Muttertiere der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt 0.73 am 
Vormittag viermal im Abstand von 12 Stunden eine 0,9% NaCl–Lösung 
intramuskulär injiziert.  
Pavianweibchen, die mit Glukokortikoiden behandelt wurden, bekamen viermal 
eine Betamethasondosis (Celestone phosphate, Schering, Kenilworth, USA) von 
87,5 µg kg-1 KG-1  im Abstand von 12 Stunden intramuskulär appliziert.  
Diese gewichtsadaptierte Dosis entsprach wiederum 8 mg Betamethason pro Tag 
für eine 70 Kilogramm schwere schwangere Frau.  
Die Plazentagängigkeit der Pavianplazenta für Glukokortikoide ist dabei der 
humanen Plazenta ähnlich (Gitau et al. 1998).  
Zwölf Stunden nach Applikation der vierten Betamethasondosis erfolgte die 
Prämedikation  durch intramuskulärer Anwendung von 7,5 µg Kg-1 
Körpergewicht Buprenorphin (Buprenorphin, Reckitt & Coleman, Richmond, USA) 
und 1,25 µg Kg-1 KG-1  Glycopyrrolat (Glycopyrrolat, Robinul Baxter, Deerfield, 
USA). Weiterhin bekamen die zu operierenden Tiere 10 bis 15 mg kg-1 
Körpergewicht Ketamin intramuskulär verabreicht. Die Narkotisierung und 
Relaxierung der Paviane wurde mittels 3% Halothanmaske in 100% Sauerstoff 
eingeleitet und mit einer Halothanerhaltungsdosis von 1,5% in 100% Sauerstoff 
fortgesetzt. Im weiteren Verlauf erfolgte die Entwicklung der Pavianfeten mittels 
Sectio und folgender Perfusion mit einer 4% Formalinlösung und anschließender 
Entnahme der fetalen Gehirne zur histologischen Untersuchung analog zum 
Vorgehen beim fetalen Schaf (siehe Punkt 4.4.6). Nach Vernähung des Uterus 
und der Bauchdecke erholten sich die Pavianweibchen in speziellen Käfigen. 
Dabei wurde eine intramuskuläre Schmerzmedikation über drei Tage mit  15 µg 
kg-1 KG-1  Buprenorphin einmal am Tag durchgeführt. Zur Infektionsprophylaxe 
erhielten die Pavianweibchen zweimal am Tag eine orale Dosis von 30 mg kg-1 
Körpergewicht Clavamox (Pfizer, Karlsruhe, Deutschland) über fünf Tage. Nach 
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4.6 Immunhistochemischer Nachweis von Glukosetransportprotein 1 und 3 
im fetalen Schaf– und nichtmenschlichen Primatengehirn 
 
4.6.1 Vorbereitung der Objektträger 
 
4.6.1.1 Verwendete Chemikalien 
 
Aceton–Vectabond-Lösung:    70 ml Aceton (Fluka, Buchs, Schweiz) 
                                                 1 ml Vectabond (Vector Laboratories,  
                                                 Burlingame , USA) 
 
4.6.1.2 Inkubation der Objektträger 
 
Um eine optimale Haftung der Gehirnschnitte auf den Objektträgern (Menzel, 
Braunschweig, Deutschland) zu erreichen, wurden diese mittels Vectabond 
behandelt. 
Hierzu wurden die Objektträger für 5 Minuten mit Aceton gewaschen und danach 
kurz luftgetrocknet. Anschließend kamen die Objektträger für 5 Minuten in eine 
Aceton–Vectabond-Lösung. Wiederum mussten die Objektträger nach Inkubation 
kurz luftgetrocknet werden. Danach behandelte man die Objektträger mit Aqua–
Dest ca. 30 Sekunden lang. Nach jedem Waschschritt musste das Aqua–Dest 
ausgetauscht werden. Später trockneten die Objektträger an der Luft.  
 
 
4.6.2 Schneiden der fetalen Gehirne 
 
Die in Formalin fixierten fetalen Gehirne wurden in Paraffin eingebettet. Nach 
Einbettung erfolgte das Schneiden zu 7 µm dicken Hirnschnitten mittels 
Rotationsmikrotom (MICROM, Wallendorf, Deutschland). Anschließend wurden 
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4.6.3 Immunhistochemische Färbung 
 
4.6.3.1 Verwendete Chemikalien und Arbeitsmittel: 
 
Xylollösung (Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 
 
Isopropylalkohol 100% (Fluka, Buchs, Schweiz) 
 
Wasserstoffperoxid 30% (Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 
 
NaBH4 –Lösung:  
50 mg NaBH4 (SIGMA–ALDRICH, Sternheim, Deutschland) 
100 ml Aqua-Dest 
 
Arbeitspuffer:  
500 ml PBS (Life Technologies, Paisley, Großbritanien) 
2,5 g Albumin, Bovine (SIGMA–ALDRICH, Sternheim, Deutschland) 
250 µl Tween (SIGMA–ALDRICH, Sternheim, Deutschland) 
 
Arbeitspuffer/Triton–Lösung:  
10 ml Arbeitspuffer  
5 µl Triton-X-100 (SIGMA–ALDRICH, Sternheim, Deutschland) 
 
Arbeitspuffer/Triton/Ziegenserum–Lösung:  
10 ml Arbeitspuffer/Triton–Lösung  
150 µl Ziegenserum (SIGMA–ALDRICH, Sternheim, Deutschland) 
 
ABC–Komplex: 
ABC KIT (Linaris Biologische Produkte, Wertheim, Deutschland) 
20 µl Lösung A aus ABC KIT 
20 µl Lösung B aus ABC KIT 
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Primäre Antikörper: 
Kaninchen Anti–GLUT1 (Chemicon International, Temecula, USA) 
(1:1500 verdünnt in Arbeitspuffer/Triton/Ziege–Lösung) 
Kaninchen Anti–GLUT3 (Chemicon International, Temecula, USA) 
(1: 300 verdünnt in Arbeitspuffer/Triton/Ziege–Lösung) 
 
Sekundärer Antikörper:  
Anti–Kaninchen–IgG (Linaris Biologische Produkte, Wertheim, Deutschland) 
(1 : 200 verdünnt in in Arbeitspuffer/Triton/Ziege–Lösung) 
 
DAB – Immunfärbelösung:  
0,7 mg/ml DAB (SIGMA–ALDRICH, Sternheim, Deutschland) 
0,2 mg/ml Wasserstoffperoxid  
 
Haematoxylin (Fluka, Buchs, Schweiz) 
 
Neo-Mount (MERCK, Darmstadt, Deutschland) 
 
Pipette (Eppendorf-Pipette, Eppendorf, Deutschland) 
 
Deckgläser (Menzel, Braunschweig, Deutschland) 
 
 
4.6.3.2 Ablauf der immunhistochemischen Färbung 
 
Zum Nachweis von GLUT1 bzw. GLUT3 im fetalen Pavian– und Schafgehirn 
wurde eine immunhistochemische Färbung gemäß der ABC–Methode 
durchgeführt. Der ABC–Methode liegt eine Immunoenzymprozedur zur 
Lokalisierung von Antigenen zugrunde. Die ABC–Technik ist für die Anwendungen 
an Formalin fixierten Paraffinschnitten gut geeignet. Für diese Technik wird ein 
spezifischer erster monoklonaler Antikörper, der beispielsweise gegen GLUT1 und 
GLUT3 gerichtet ist, verwendet. Ein zweiter biotinylierter Antikörper geht 
anschließend eine starke Bindung mit dem ersten Antikörper ein. Die entstandene 
Verbindung kann mittels des DAB sichtbar gemacht werden.  
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Nach Entparaffinierung in der absteigenden Alkoholreihe wurden die Schnitte in 
PBS überführt. 
Um eine unspezifische Färbereaktion zu verhindern, erfolgte eine Blockierung  
endogener Peroxidasen im Gehirnschnitt. Hierzu wurde 1 ml mit einer 30% 
Wasserstoffperoxidlösung in 100 ml einer 50% Alkohollösung gegeben und die 
Schnitte in dieser Lösung für 20 Minuten inkubiert. Danach wurden die 
Gehirnschnitte für 10 Minuten in einer Aqua–Dest–Lösung gespült.  
Nach diesem Schritt wurden die Gehirnschnitte mit einer NaBH4–Lösung für 20 
Minuten inkubiert, danach jeweils für fünf Minuten mit Aqua–Dest und PBS–Puffer 
bzw. Arbeitspuffer gespült. In diesem Schritt erfolgte die Inhibition reaktiver 
Aldehydgruppen. 
Im weiteren Verlauf wurden die Objektträger mit der Arbeitspuffer/Triton/Ziege–
Lösung bei 37°C für 30 Minuten behandelt. Dieser Schritt erfolgte, um 
unspezifische Bindungsplätze zu besetzen.  
Den Schnitten wurde nun der primäre Antikörper mit einem 
Arbeitspuffer/Triton/Ziege–Lösung im Verhältnis 1 : 1500 für GLUT1 bzw. 1 : 300 
für GLUT3 zugegeben und dann bei 4°C für 12 Stunden inkubiert. 
Nach 12 Stunden Inkubationszeit wurden die Objektträger mehrfach gespült, um 
ungebundene monoklonale Antikörper zu beseitigen.  
Danach wurde den Gehirnschnitten der sekundäre Antikörper mit der 
Arbeitspuffer/Triton/Ziege–Lösung im Verhältnis 1 : 200 zugesetzt und diese für 
zwei Stunden bei 37°C behandelt. Anschließend mussten die Objektträger mit 
einer Arbeitspuffer/Triton–Lösung mehrfach gespült werden. Im nächsten Schritt 
wurden die Gehirnschnitte mit dem ABC–Komplex für 60 Minuten bei 37°C 
versetzt und mit einer Arbeitspuffer/Triton–Lösung, danach zweimal mit PBS und 
mit Aqua–Dest für jeweils fünf Minuten gespült.  
Zur immunhistochemischen Darstellung wurden die Präparate mittels DAB 
angefärbt. Darauffolgend wurden die Schnitte zweimal mit Aqua–Dest für jeweils 
fünf Minuten gespült und anschließend mit Hämatoxylin 8 Minuten gefärbt. 
Anschließend wurde unter mäßig fließendem Leitungswasser für 10 Minuten 
gewässert. 
Im letzten Schritt wurde eine aufsteigende Alkoholreihe durchgeführt, um die 
gefärbten Schnitte zu dehydrieren.  
METHODIK 
 
- 31 - 
Die gefärbten Schnitte auf den Objektträgern wurden danach mittels Deckgläsern 
in Neo–Mount eingedeckelt und konserviert.  
 
 
4.6.4 Lichtmikroskopische Auswertung und Quantifizierung der 
Immunfärbung 
 
Zur Auswertung wurden die Hirnschnitte mittels Lichtmikroskop AXIOSKOP (Zeiss 
Optik, Jena, Deutschland) bei einer 150–fachen Vergrößerung fokussiert und 
repräsentative Ausschnitte der zu untersuchenden Hirnregion (siehe unten) 
eingestellt. Diese Ausschnitte wurden dann mittels einer 3 CCD Farbvideokamera 
(SONY MC 3215) digitalisiert, abgespeichert und mit Hilfe eines 
Bildverarbeitungssystems (Scion Image 1,62 NIH, USA) quantifiziert. Die 
Farbbilder wurden in Schwarz–Weiß–Bilder umgewandelt, deren Grauwerte sich 
in einer Skala von 0 bis 256 bewegen. Im Bildverarbeitungssystem wurde die 
mittlere optische Dichte der GLUT1– und GLUT3–Immunreaktivität (IR) in einem 
Bildausschnitt von 0,6 mm2 erfasst (Gschanes et al. 2000).  
Bei den Untersuchungen zur Ontogenese (0.27, 0.4, 0.53, 0.63, 0.73 und 0.87) 
wurden im sich in Bildung befindlichen frontalen Kortex die GLUT1–IR im Endothel 
von mindestens 30 zerebralen Mikrogefäßen und die GLUT3–IR in den Neuronen 
gemessen. Zusätzlich wurden die sich im Bildausschnitt befindlichen Blutgefäße 
gezählt, um ein Maß für die Gesamtmenge von GLUT1, welches ausschließlich im 
Gefäßendothel exprimiert wird, im fetalen Gehirn zu bilden. Dazu wurde der 
Quotient aus Anzahl der Gefäße zur mittleren Dichte der GLUT1–IR im 
Gefäßendothel berechnet. 
Bei den Untersuchungen zu den Betamethasoneffekten wurde der frontale Kortex, 
das Striatum und der Hippokampus ausgewertet. Im frontalen Kortex wurde in den 
anatomischen Schichten 3 bis 5 gemessen, im Hippokampus in der CA1– und 
CA3–Region.  
Die Messung der Grauwerte von GLUT1 und GLUT3 beim Pavian erfolgte 
ausschließlich im frontalen Kortex, hier wiederum in den anatomischen Schichten 
3 – 5. 
METHODIK 
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Um eine subjektive Beeinflussung der Messergebnisse zu vermeiden, fanden alle 
Messungen der Immunmarkierung als Einfachblindversuch statt. Die evaluierten 
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4.7 Statistische Auswertung 
 
Für die statistische Analyse der erhobenen Daten innerhalb der Gruppen 
(Ontogenese von GLUT1 und GLUT3, Änderungen der physiologischen 
Parameter über die Zeit) verwendeten wir den Wilcoxon–Test (Wilcoxon 1945, 
Mann et al. 1947). 
Akute und chronische Betamethasoneffekte auf GLUT1 und GLUT3 und die 
physiologischen Parameter wurden mit dem Mann–Whitney–U–Test überprüft 
(Wilcoxon 1945, Mann et al. 1947).  
Wir verwendeten die nichtparametrischen Tests, da aus der Erfahrung die 
immunhistochemischen Parameter nicht normal verteilt sind und wir eine 
Normalverteilung nicht überprüften. Außerdem ist der Mann–Whitney–U–Test 
unempfindlich gegen Varianzunterschiede und wird auch bei geringen Fallzahlen 
empfohlen (Siegel 1985). Eine exakte Prüfung auf Normalverteilung mit dem 
Kolmogorow–Smirnow–Anpassungstest war aufgrund der geringen Fallzahl nicht 
möglich (Jones et al. 1980). 
Aufgrund der multiplen Vergleiche bei den Untersuchungen zur Ontogenese 
wurde eine Bonferroni–Adjustierung durchgeführt, um das 
Fehlentscheidungsrisiko (alpha–Fehler) zu minimieren. Bei den Untersuchungen 
zur Ontogenese von GLUT1 und GLUT3 wurde Signifikanz zum jeweils jüngeren 
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5 Ergebnisse 
 
5.1 Expression von GLUT1 und GLUT3 während der Ontogenese  
 
Die Expression von GLUT1 und GLUT3 wurde speziell im sich in Entwicklung 































Ontogenese von GLUT1 (A,B) und GLUT3 (C,D) beim fetalen Schaf im frontalen Kotex 
zum Gestationszeitpunkt 0.27 (A,C) und 0.87 (B,D), es wurde die GLUT1–IR im Endothel 
der zerebralen Mikrogefäße und die GLUT3–IR in der neuronalen Membran dargestellt, 
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5.1.1 Expression von GLUT1  
 
Mittels immunhistochemischer Färbung konnte eine GLUT1–IR in allen 
Gestationsaltern nachgewiesen werden. Im untersuchten Entwicklungszeitraum 
kam es zu einem annähernd linearen Abfall der optische Dichte im frontalen 
Kortex von 234,93 ± 3,12 zum Gestationszeitpunkt 0.27 auf 181,58 ± 5,02 zum 
Gestationszeitpunkt 0.87, was einem prozentualen Abfall von 22,71% (p<0,05) 
entsprach (Abb. 4a).  
 
Um eine Aussage über die Gesamtmenge an GLUT1 treffen zu können, welches 
ausschließlich im Gefäßendothel exprimiert wird, wurden die Gefäße in den 
mikroskopischen Ausschnitten gezählt. Es zeigte sich ein annähernd linearer 
Anstieg der im Bildausschnitt vorhandenen Mikrogefäße von 9,28 ± 0,45 zum 
Gestationszeitpunkt 0.27 auf 38,17 ± 2,44 zum Gestationszeitpunkt 0.87 (p<0,05) 
(Abb. 4b).  
Die im Bildausschnitt gezählten Mikrogefäße wurden mit der optischen Dichte von 
GLUT1 ins Verhältnis gesetzt (Abb. 4b). Parallel zum Anstieg der im Bildausschnitt 
vorhandenen Mikrogefäße stieg auch die Gesamtmenge an GLUT1 in den 
untersuchten Gestationsaltern annähernd linear an. 
In Abb. 3 wurden die Gestationszeitpunkte 0.27 und 0.87 beispielhaft für den 






































Abb. 4:  
a): optische Dichte während der fetalen Hirnentwicklung im frontalen Kortex 
b): Anzahl der Mikrogefäße während der fetalen Hirnentwicklung und Darstellung  
der Gesamtexpression GLUT1 im frontalen Kortex Mittelwerte ± SEM, *p<0,05,  
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5.1.2 Expression von GLUT3 
 
Eine GLUT3–IR konnte in allen Gestationsaltern nachgewiesen werden. Die 
optische Dichte von GLUT3 im frontalen Kortex sank im untersuchten 
Entwicklungszeitraum annähernd linear von 198,22 ± 1,93 zum 
Gestationszeitpunkt 0.27 auf 161,87 ± 0,80 zum Gestationszeitpunkt 0.87, was 



























optische Dichte während der fetalen Hirnentwicklung im frontalen Kortex, Mittelwerte ± 
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5.2 Akute Glukokortikoideffekte beim Schaffeten 
 
Um akute Effekte einer Betamethasongabe zu untersuchen, erfolgte die 
Betamethasonbehandlung zum Zeitpunkt 0.73 sowohl intramuskulär bei der 






























Abb. 6:  
Immunhistochemische Verteilung von GLUT1 und GLUT3 im frontalen
Kortex des fetalen Schaffeten zum Gestationszeitpunkt 0.73, Kontrolle in
(A) und (C), Betamethasonbehandlung in (B) und (D). In (A) und (B) ist
die GLUT1–IR selektiv im Gefäßendothel des frontalen Kortex dargestellt.
In (C) und (D) ist die GLUT3–IR in der neuronalen Membran dargestellt. In
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5.2.1 Physiologische Parameter bei maternaler Applikation 
 
Zur Kontrolle des Gesundheitszustandes von Muttertier und Fetus wurden täglich 
pH–Wert, PCO2 und PO2 bestimmt.  
Maternale und fetale Blutgase, sowie pH–Werte unterschieden sich zwischen den 
Gruppen vor und nach maternaler Betamethasonapplikation nicht (Tab. 2 – 3). 
 
Tab. 2: 
pH–Wert und Blutgase der Mutterschafe in Abhängigkeit von einer maternalen Betametha-


















7,45 ± 0,08 
 
38,2 ± 8,47 
 
133,3 ± 7,96 
 




7,47 ± 0,07 
 
35 ± 11,16 
 






7,46 ± 0,08 
 
34 ± 9,22 
 
134,9 ± 9,51 
 
Betamethasontiere 





7,43 ± 0,06 
 
33,2 ± 4,38 
 
132,8 ± 3,69 
 




7,46 ± 0,03 
 
38,1 ± 5,91 
 






7,45 ± 0,04 
 
39 ± 6,80 
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Tab. 3: 
pH–Wert und Blutgase der Feten in Abhängigkeit von einer maternalen Betamethasonbe-  




























7,37 ± 0,02 
 
44,3 ± 2,44 
 
25,6 ± 0,53 
 




7,35 ± 0,00 
 
45,3 ± 7,09 
 
22,8 ± 2,67 
 





40,8 ± 4,22 
 
25 ± 3,36 
 
Betamethasontiere 





7,35 ± 0,05 
 
40,8 ± 1,89 
 
24,6 ± 3,76 
 




7,36 ± 0,03 
 
45,1 ± 0,49 
 
23,5 ± 0,98 
 
48 nach maternaler 
Applikation 
 
7,39 ± 0,01 
 
46,6 ± 1,82 
 
23,2 ± 2,27 
ERGEBNISSE 
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5.2.2 Physiologische Parameter bei fetaler Applikation 
 
Maternale und fetale Blutgase, sowie pH–Werte unterschieden sich zwischen den 
Gruppen vor und nach fetaler Betamethasonapplikation nicht. (Tab.4 – 5) 
 
Tab. 4:  
pH–Wert und Blutgase der Mutterschafe in Abhängigkeit von einer fetalen Betamethasonbe-  

















7,48 ± 0,04 
 
33,6 ± 1,52 
 
134 ± 1,49 
 
24 h nach Beginn 
der Infusion 
 
7,46 ± 0,03 
 
35,5 ± 2,42 
 
136,2 ± 2,73 
 
48 h nach Beginn 
der Infusion 
 
7,49 ± 0,02 
 
34,6 ± 1,66 
 
135,1 ± 2,21 
 
Betamethasontiere 





7,46 ± 0,05 
 
33,9 ± 2,16 
 
134,9 ± 2,25 
 
24 h nach Beginn 
der Infusion 
 
7,47 ± 0,03 
 
35,6 ± 1,22 
 
136,1 ± 3,11 
 
48 h nach Beginn 
der Infusion 
 
7,48 ± 0,03 
 
34,6 ± 2,44 
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Tab. 5: 
pH–Wert und Blutgase der Feten in Abhängigkeit von einer fetalen 
Betamethasonbehandlung zum Zeitpunkt 0.73, nKontrolle = 9, nBetamethason = 8, dargestellt sind  












   
 
vor Applikation  
 
7,33 ± 0,04 
 
44,3 ± 2,22 
 
27,3 ± 2,76 
 
24 h nach Beginn 
der Infusion 
 
7,31 ± 0,03 
 
44,1 ± 2,78 
 
25,1 ± 1,73 
 
48 h nach Beginn 
der Infusion 
 
7,29 ± 0,07 
 
41,8 ± 2,40 
 
25 ± 2,32 
 
Betamethasontiere 
   
 
vor Applikation  
 
7,33 ± 0,03 
 
44,2 ± 1,81 
 
29,1 ± 2,42 
 
24 h nach Beginn 
der Infusion 
 
7,36 ± 0,04 
 
43,7 ± 1,19 
 
25,3 ± 2,18 
 
48 h nach Beginn 
der Infusion 
 
7,34 ± 0,06 
 
43,1 ± 3,54 
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5.2.3 Betamethasoneffekte auf die Expression von GLUT1  
 
5.2.3.1 Maternale intramuskuläre Injektion 
 
Bei maternaler intramuskulärer Injektion wurde die GLUT1–IR im frontalen Kortex, 
dem Striatum und im Hippokampus als optische Dichte gemessen.  
Im frontalen Kortex wurde eine optische Dichte von 207,10 ± 1,29 bei den 
Kontrolltieren, eine optische Dichte von 205,69 ± 0,32 bei den mit Betamethason 
behandelten Tieren gemessen (Abb. 7a).  
Im Striatum wurde eine optische Dichte von 199,59 ± 1,60 bei den Kontrolltieren 
und eine optische Dichte von 204,01 ± 0,82 bei den Betamethasontieren 
gemessen (Abb. 7b). 
In der CA1 Region des Hippokampus wurde eine optische Dichte von 208,38 ± 
1,45 bei den Kontrolltieren bzw. eine optische Dichte von 206,41 ± 0,97 bei mit 
Betamethason behandelten Tieren gemessen. In der CA3 Region betrug die 
optische Dichte bei den Kontrolltieren 207,33 ± 0,84 und bei Betamethasontieren 
204,59 ± 1,10 (Abb. 7c). Damit hatte die maternale Betamethasonbehandlung 














































































GLUT1–IR (optische Dichte) im frontalen Kortex (a), Striatum (b) und der CA1 und CA3  
Region des Hippokampus (c) 48h nach einer maternalen NaCl– oder Betamethasonbe- 
handlung zum Gestationszeitpunkt 0.73 
 
 
5.2.3.2 Intrauterine fetale Infusion 
 
Bei fetaler intravenöser Injektion wurde die GLUT1–IR im frontalen Kortex, dem 
Striatum und im Hippokampus als optische Dichte gemessen.  
Im frontalen Kortex wurde eine optische Dichte von 194,12 ± 5,14 bei den 
Kontrolltieren und eine optische Dichte von 194,29 ± 5,31 bei mit Betamethason 
behandelten Tieren gemessen (Abb. 8a).  
Im Striatum wurde eine optische Dichte von 199,07 ± 5,05 bei den Kontrolltieren 
und bei mit Betamethason behandelten Tieren eine optische Dichte von 199,16 ± 
4,24 eruiert (Abb. 8b). 
In der CA1 Region des Hippokampus wurde bei den Kontrolltieren eine optische 
Dichte von 204,00 ± 2,05, bei Betamethasontieren eine optische Dichte von 
206,43 ± 3,16 gemessen. In der CA3 Region des Hippokampus wurde eine 
optische Dichte von 207,60 ± 1,72 bei den Kontrolltieren und eine optische Dichte 
unter Betamethason von 209,19 ± 1,33 eruiert (Abb. 8c). Damit hatte die fetale 
ähnlich wie die maternale Betamethasonbehandlung keine akuten Effekte auf die 































































Abb. 8:  
GLUT1–IR (optische Dichte) im frontalen Kortex (a), Striatum (b) und der CA1 und CA3 
Region des Hippokampus (c) 48h nach einer fetalen NaCl– oder Betamethasonbehandlung 
zum Gestationszeitpunkt 0.73 
 
 
5.2.4 Betamethasoneffekte auf die Expression von GLUT3 
 
5.2.4.1 Maternale intramuskuläre Injektion 
 
Bei maternaler intramuskulärer Injektion erfolgte die Messung der GLUT3–IR im 
frontalen Kortex, dem Striatum und dem Hippokampus.  
Im frontalen Kortex wurde eine optische Dichte von 183,33 ± 1,20 bei den 
Kontrolltieren, eine optische Dichte von 182,03 ± 0,56 bei den mit Betamethason 
behandelten Tieren gemessen (Abb. 9a).  
Im Striatum wurde eine optische Dichte von 186,26 ± 4,59 bei Kontrolltieren und 
eine optische Dichte von 180,01 ± 0,57 bei Betamethasontieren gemessen (Abb. 
9b). 
In der CA1 Region des Hippokampus wurde eine optische Dichte von 174,74 ± 
1,43 bei den Kontrolltieren bzw. eine optische Dichte von 172,24 ± 1,17 bei mit 
Betamethason behandelten Tieren gemessen. In der CA3 Region betrug die 
optische Dichte bei den Kontrolltieren 172,49 ± 0,99 und bei Betamethasontieren 
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Abb. 9:  
GLUT3–IR (optische Dichte) im frontalen Kortex (a), Striatum (b) und der CA1 und CA3 
Region des Hippokampus (c) 48h nach einer maternalen NaCl– oder 
Betamethasonbehandlung zum Gestationszeitpunkt 0.73 
 
 
5.2.4.2 Intrauterine fetale Infusion 
 
Bei intravenöser Injektion wurde die GLUT3–IR im frontalen Kortex, dem Striatum 
und im Hippokampus als Grauwerte gemessen.  
Die Messung der optische Dichte im frontale Kortex ergab bei den Kontrolltieren 
170,77 ± 4,71, bei Betamethasontieren 171,33 ± 3,85 (Abb. 10a). 
Im Striatum wurde bei den Kontrolltieren eine optische Dichte von 169,14 ± 2,93, 
bei mit Betamethason behandelten Tieren eine optische Dichte von 171,35 ± 2,11 
gemessen (Abb. 10b). 
Im Hippokampus wurde in der CA1 Region eine optische Dichte von 164,18 ± 4,15 
bei den Kontrolltieren und 160,05 ± 3,41 bei Betamethasontieren eruiert. In der 
hippokampalen CA3 Region wurde bei den Kontrolltieren eine optische Dichte von 
165,82 ± 2,97 und bei mit Betamethason behandelten Tieren eine optische Dichte 
von 163,98 ± 3,82 erfasst (Abb. 10c). Damit hatte die fetale 
Betamethasonbehandlung keine akuten Effekte auf die Expression von GLUT3 in 
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GLUT3–IR (optische Dichte) im frontalen Kortex (a), Striatum (b) und der CA1 und CA3 
Region des Hippokampus (c) 48h nach einer fetalen NaCl– oder Betamethasonbehandlung 
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5.3 Akute Glukokortikoidwirkungen beim nichtmenschlichen Primaten 
 
Beim nichtmenschlichen Primaten wurde die GLUT1– u. GLUT3–IR im frontalen 































Immunhistochemische Verteilung von GLUT1 und GLUT3 im frontalen
Kortex des fetalen nichtmenschlichen Primaten zum Gestationszeitpunkt
0.73, Kontrolle in (A) und (B), Betamethasonbehandlung in (C) und (D). In (A)
und (C) ist die GLUT1–IR selektiv im Gefäßendothel des frontalen Kortex
dargestellt, Gegenfärbung mit Hämatoxylin. In (B) und (D) ist die GLUT3–IR
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Die Expression von GLUT1 beim nichtmenschlichen Primaten war artgemäß 
ausgeprägt wie beim untersuchten fetalen Schaf im entsprechenden 
Gestationsalter (0.73, siehe 5.2). Bei den Kontrolltieren wurde eine optische 
Dichte von 195,47 ± 2,79, bei den Betamethasontieren von 197,40 ± 2,76 




Auch die Expression von GLUT3 war artgemäß ausgeprägt beim 
nichtmenschlichen Primaten ähnlich wie beim fetalen Schaf. Es zeigte sich bei den 
Kontrolltieren eine optische Dichte von 160,59 ± 4,47, bei Betamethasontieren 
eine optische Dichte von 159,35 ± 4,39 (Abb. 12b).  
Damit hatte wie bei den Schafen die maternale Betamethasonbehandlung keine 




































GLUT1–IR (optische Dichte) im frontalen Kortex (a), GLUT3–IR (optische Dichte) im fronta- 
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5.4 Chronische Glukokortikoideffekte beim Schaffeten 
 
Die Mutterschafe bekamen zum Gestationszeitpunkt 0.69 und 0.73 eine definierte 
Dosis Betamethason intramuskulär appliziert, wobei der Gesundheitszustand der 
Muttertiere während der Behandlung mittels Blutgasanalyse überwacht wurde 
(Tab. 6 – 9).  
 
 
5.4.1 Physiologische Parameter der Mutterschafe zum Gestationszeitpunkt 
0.69 und 0.73 
 
Die maternalen Blutgase sowie pH–Werte unterschieden sich weder zwischen den 
Gruppen noch vor und nach maternaler Betamethasonapplikation. 
 
Tab. 6:  
pH–Wert und Blutgase der Mutterschafe in Abhängigkeit von einer maternalen Betametha- 





PH PCO2 PO2 
 
Kontrolltiere 





7,43 ± 0,11 
 
43,2 ± 7,53 
 
121,5 ± 4,44 
 
24 h nach maternaler 
Applikation 
 
7,36 ± 0,04 
 
41 ± 6,42 
 
123,1 ± 7,09 
 
48 h nach maternaler 
Applikation 
 
7,38 ± 0,05 
 
41,6 ± 6,98 
 
125,5 ± 8,86 
 
Betamethasontiere 





7,38 ± 0,04 
 
46,3 ± 6,46 
 
124,5 ± 2,41 
 
24 h nach maternaler 
Applikation  
 
7,35 ± 0,02 
 
49 ± 2,31 
 
123 ± 3,71 
 
48 h nach maternaler 
Applikation  
 
7,39 ± 0,06 
 
44,3 ± 5,86 
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Tab. 7:  
pH–Wert und Blutgase der Mutterschafe in Abhängigkeit von einer maternalen 
Betamethasonbehandlung zum Zeitpunkt 0.73, nKontrolle = 5, nBetamethason = 8, dargestellt sind 


















7,37 ± 0,04 
 
45,2 ± 7,16 
 
124,7 ± 4,75 
 
24 h nach maternaler 
Applikation 
 
7,38 ± 0,04 
 
44 ± 4,05 
 
122,3 ± 6,13 
 
48 h nach maternaler 
Applikation 
 
7,38 ± 0,04 
 
45,9 ± 4,07 
 
122,9 ± 4,19 
 
Betamethasontiere 





7,37 ± 0,04 
 
48,3 ± 6,82 
 
124,1 ± 6,58 
 
24 h nach maternaler 
Applikation  
 
7,35 ± 0,01 
 
46,2 ± 3,16 
 
127,3 ± 2,87 
 
48 h nach maternaler 
Applikation  
 
7,37 ± 0,04 
 
46,6 ± 2,98 
 














- 57 - 
5.4.2 Physiologische Parameter der Schaffeten zum Gestationszeitpunkt 
0.69 und 0.73 
 
Die fetalen Blutgase, sowie pH–Werte unterschieden sich weder zwischen den 
Gruppen noch vor und nach maternaler Betamethasonapplikation. 
 
Tab. 8: : 
pH–Wert und Blutgase der Schaffeten in Abhängigkeit von einer maternalen Betamethason- 





PH PCO2 PO2 
 
Kontrolltiere 





7,37 ± 0,03 
 
43,2 ± 3,53 
 
21,6 ± 2,44 
 




7,38 ± 0,03 
 
42,6 ± 2,42 
 
23,1 ± 2,11 
 




7,38 ± 0,04 
 
41,6 ± 3,98 
 
25,5 ± 3,45 
 
Betamethasontiere 





7,37 ± 0,05 
 
46,3 ± 4,36 
 
24,5 ± 2,41 
 




7,35 ± 0,03 
 
49 ± 3,61 
 
23 ± 3,71 
 




7,37 ± 0,06 
 
44,3 ± 4,66 
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Tab. 9: : 
pH–Wert und Blutgase der Schaffeten in Abhängigkeit von einer maternalen 
Betamethasonbehandlung zum Zeitpunkt 0.73, nKontrolle = 5, nBetamethason = 8, dargestellt sind 


















7,43 ± 0,03 
 
45,2 ± 2,16 
 
24,7 ± 3,75 
 





44,3 ± 3,05 
 
25,3 ± 2,13 
 
48 h nach maternaler 
Applikation 
 
7,38 ± 0,05 
 
41,9 ± 4,07 
 
26,9 ± 4,19 
 
Betamethasontiere 





7,38 ± 0,03 
 
42,6 ± 4,82 
 
24,4 ± 3,58 
 
24 h nach maternaler 
Applikation  
 
7,35 ± 0,01 
 
43,2 ± 2,34 
 
26,6 ± 2,87 
 
48 h nach maternaler 
Applikation  
 
7,39 ± 0,04 
 
45,4 ± 1,98 
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5.4.3 Betamethasoneffekte auf die Expression von GLUT1 
 
Die Expression von GLUT1 bei wiederholter Applikation von Betamethason wurde 
durch Messung der optischen Dichte im frontalen Kortex, im Striatum und im 
Hippokampus ca. 20 Tage nach letztmaliger Verabreichung ausgewertet. 
Im Kortex wurde bei der Kontrollgruppe eine optische Dichte von 181,58 ± 5,02 
gemessen, bei den mit Betamethason behandelten Tieren von 180,71 ± 3,13 
(Abb. 13a).  
Im Striatum betrug die optische Dichte von GLUT1 der Kontrolltiere 193,90 ± 3,75, 
die der mit Betamethason behandelten Tieren 190,17 ± 5,29 (Abb. 13b). 
Im Hippokampus wurden bei der Kontrollgruppe eine optische Dichte in der CA1 
Region von 184,22 ± 4,39, in der CA3 Region von 181,80 ± 3,22 gemessen. Unter 
einer Betamethasonbehandlung wurde in der CA1 Region eine optische Dichte 
von 183,29 ± 2,76, in der CA3 Region eine optische Dichte von 182,34 ± 1,87 





























































GLUT1–IR (optische Dichte) im frontalen Kortex (a), Striatum (b) und der CA1 und CA3 
Region des Hippokampus (c) 20 Tage nach einer maternalen NaCl– oder 
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5.4.4 Betamethasoneffekte auf die Expression von GLUT3  
 
Die Expression von GLUT3 wurde im frontalen Kortex, im Striatum und im 
Hippokampus ca. 20 Tage nach letztmaliger Betamethasongabe gemessen. 
Im frontalen Kortex betrug die optische Dichte von GLUT3 bei den Kontrolltieren 
152,16 ± 3,74, bei mit Betamethason behandelten Tieren 149,74 ± 3,64 (Abb.14a).  
Bei Messungen im Striatum wurde bei den Kontrolltieren eine optische Dichte 
von151,98 ± 4,30, bei Betamethasontieren eine optische Dichte von 151,06 ± 4,54 
eruiert (Abb.14b). 
In der CA1 Region des Hippokampus betrug die optische Dichte von GLUT3 bei 
den Kontrolltieren 153,89 ± 4,97, bei Betamethasontieren 151,20 ± 3,85. In der 
CA3 Region wurde eine optische Dichte von 156,17 ± 3,29 bei den Kontrolltieren 































































GLUT3–IR (optische Dichte) im frontalen Kortex (a), Striatum (b) und der CA1 und CA3 
Region des Hippokampus (c) 20 Tage nach einer maternalen NaCl– oder 
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6 Diskussion 
 
6.1 Methodische Betrachtungen 
 
6.1.1 Das fetale Schaf als Model für die intrauterine Entwicklung 
 
Untersuchungen am fetalen Schaf haben sich stets als eine solide Basis für 
nachfolgende Studien mit Primaten zu Kernfragestellungen erwiesen. Deshalb 
hat sich dieses Tiermodell als Grundlage für Untersuchungen der menschlichen 
Fetalperiode durchgesetzt. 
Die tierexperimentelle Anwendung des chronisch instrumentierten Schaffeten 
dient bereits seit 30 Jahren als wissenschaftliches Modell hinsichtlich 
physiologischer und pathophysiologischer Fragestellungen der menschlichen 
Fetalperiode. An diesem Tiermodell wurden bereits in den sechziger Jahren 
Untersuchungen zur fetalen Lungenreifung und zum RDS des Frühgeborenen 
durchgeführt (Strahman et al. 1964, Reynold et al. 1965, Alcorn et al 1981). 
Erste Beobachtungen an Schaffeten hinsichtlich einer pränatalen 
Glukokortikoidbehandlung zur Lungenreifung beim frühgeborenen Fetus fanden 
unter Mount Liggins (1969) schon vor über 30 Jahren statt. 1972 wurden die 
gesammelten Erkenntnisse schließlich in einer randomisierten kontrollierten 
Studie in Neuseeland klinisch evaluiert (Liggins & Howie 1972).  
Beim Schaf sind im Allgemeinen Einlings– oder Zwillingsschwangerschaften zu 
erwarten. Durch eine entsprechende Größe und relative Unempfindlichkeit des 
Feten sind operative Eingriffe mit umfangreicher Instrumentierung möglich. Des 
Weiteren werden operative Maßnahmen auch vom Muttertier gut toleriert. Das 
Schaf als Nutztier und mittelgroßer Pflanzenfresser ist weiterhin 
verhältnismäßig genügsam und gewöhnt sich schnell an die Bedingungen der 
Käfighaltung. Durch die am Schaf leicht anzuwendende termingerechte 
Verpaarung kann eine gute experimentelle Planung gewährleistet werden 
(Müller et al. 2003).  
Die intrauterine Entwicklung von Schaf und Mensch gleichen sich, wobei kleine 
Unterschiede, wie z.B. der etwas höhere Reifegrad des Schafgehirns zum 
Zeitpunkt der Geburt, bestehen (Astrom 1967, Dobbing & Sands 1979). Die 
Architektur des zerebralen Kortex eines 70 Tage alten Schaffeten entspricht der 
Kortexarchitektur eines fünf Monate alten menschlichen Feten (Astrom 1967). 
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Die Myelinisierung beginnt beim fetalen Schaf nach dem 90. Gestationstag, was 
ca. 0.6 der Gestationsdauer entspricht (McIntosh et al. 1979) und beim 
menschlichen Feten in der 25. Schwangerschaftswoche, vergleichbar 0.66 der 
Gestationsdauer, (McArdle et al. 1987, Roessmann et al. 1986).  
Um die beim fetalen Schaf gewonnenen Ergebnisse zu den 
Glukokortikoideffekten auf Glukosetransportproteine sicher auf den Menschen 
übertragen zu können, wurden die Glukokortikoidwirkungen beispielhaft am 
frontalen Kortex des nichtmenschlichen Primaten untersucht.  
 
 
6.1.2 Glukokortikoidapplikation in Klinik und Experiment 
 
Wie bereits beschrieben (siehe Punkt 2.5) werden Glukokortikoide bei 
drohender Frühgeburt zwischen der 24. und 34. Schwangerschaftswoche 
eingesetzt.  
Glukokortikoide werden im klinischen Alltag zur Lungenreifeinduktion des 
Kindes eingesetzt und sollen des Weiteren protektiven Charakter im Sinne 
eines Schutzes von intraventrikulären Blutungen haben (Crowley 2002, Pieber 
et al. 2003). Dazu werden der schwangeren Frau zweimal 8 – 12 mg 
Betamethason oder Dexamethason im Abstand von 24 Stunden intramuskulär 
verabreicht (Crowley 2002, Pieber et al. 2003). Diese klinische Dosis wird nicht 
gewichtsadaptiert angewandt.  
In unserem Experiment wurde Betamethason als Standardglukokortikoid 
gewählt. Zu anderen Glukokortikoiden, wie Dexamethason, was gleichfalls zur 
Lungenreifeinduktion eingesetzt wird, besteht in der Wirkung auch aufgrund der 
annähernden Strukturgleichheit (siehe Abb. 1) kein Unterschied (Übersichten 
Löffler und Petrides. 1997).  
Betamethason wurde sowohl maternal intramuskulär, als auch fetal intravenös 
appliziert. Durch eine intramuskuläre Injektion sollte Betamethason nahe den 
klinischen Gegebenheiten verabreicht werden. Betamethason wurde in unseren 
Untersuchungen bei intramuskulärer Applikation gewichtsadaptiert auf eine 70 
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Die direkte fetale intravenöse Betamethasongabe erfolgte, um mögliche Effekte 
einer unterschiedlichen Plazentagängigkeit zwischen oviner und humaner 
Plazenta auszuschließen (Scheunert et al. 1987). Betamethason wurde wie in 
vorangegangenen experimentellen Studien beim fetalen Schaf in einer 
Dosierung dem Feten infundiert (Derks et al. 1997), die zu einer Konzentration 
wie sie in der humanen Nabelschnur 24 Stunden nach maternaler 
Betamethasonapplikation gemessen wurde, führte (Kream et al. 1983, Petersen 
et al. 1980). Mit dieser Dosierung traten akute, strukturelle und funktionelle 
zerebrale Effekte beim Schaffeten auf (Schwab et al. 2001, Antonow et al. 
2002). Durch die Gabe als Infusion wurde im Gegensatz zur maternalen 
intramuskulären Applikation, bei der Betamethason 6 Stunden nach 
Verabreichung nicht mehr in der fetalen Zirkulation messbar war (Schwab et al. 
2006a), gleichzeitig ein Fließgleichgewicht der fetalen Plasmakonzentration an 
Betamethason erreicht. Hierbei ist außerdem zu berücksichtigen, dass die 
pharmakologische Halbwertszeit nicht der biologischen Halbwertszeit 
entsprechen muss (z.B. aufgrund der längeren Bindung von Betamethason am 
Glukokortikoidrezeptor, so dass die biologische Halbwertszeit deutlich länger ist 
und etwa 48 Stunden beträgt). 
 
 
6.1.3 Immunhistochemische Markierung von Glukosetransportproteinen 
 
Immunhistochemische Färbungen werden routinemäßig seit den 80er Jahren 
eingesetzt und können in der Regel an formalinfixierten, paraffineingebettetem 
Material durchgeführt werden. Durch immunhistologische Verfahren wird es 
möglich, Proteine, Polysaccharide und andere Strukturen, gegen die Antikörper 
gebildet werden können, nachzuweisen. Das Prinzip der Immunhistologie 
beinhaltet die spezifische Erkennung von Antigenen durch einen 
Primärantikörper und die anschließende Vernetzung mit einem 
Sekundärantikörper. Bei vielen quantitativen biochemischen Methoden (z.B. 
Western Blot) gelingt eine hohe räumliche Auflösung nicht, so dass wir uns für 
die Immunhistochemie entschieden haben. Vorteile dieser Methode liegen in 
der unkomplizierten Anwendbarkeit, der hohen räumlichen Auflösung und einer 
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hohen Reproduzierbarkeit. Allerdings bleibt es eine Semiquantifizierung, d.h. es 
ist nur ein Vergleich relativer Werte möglich, nicht jedoch die Eruierung 
absoluter Proteinkonzentrationen, was als Nachteil angesehen werden kann. 
Da die Schnitte formalinfixiert sind, sind zusätzliche Untersuchungen der 
Genexpression, wie z.B. durch PCR, nicht möglich, da hier natives Gewebe 
vorausgesetzt wird.  
Das von uns angewande immunhistologische Verfahren ist die ABC–Methode, 
bei der es sich um ein enzymatisches Verfahren handelt. Diese Technik nutzt 
die starke Affinität von Avidin oder Streptavidin für Biotin. Aus einem 
biotinylierten Enzym (z.B. alkalische Phosphatase oder auch Meerrettisch–
Peroxidase) und Avidin werden dreidimensionale Komplexe gebildet, die über 
freie Bindungsstellen des Avidin an Biotingruppen des Sekundärantikörpers 
binden können. Pro gebundenen Primärantikörper werden so viele 
Enzymmoleküle am Schnitt gekoppelt. Eine Visualisierung der Immunfärbung 
erfolgt über eine Farbreaktion durch Diaminobenzidin (Substrat) und 
Wasserstoffperoxid durch exogene Peroxidase (Enzym). Dabei entsteht ein 
brauner, unlöslicher Niederschlag (Präzipitat), der die GLUT–Transporter 
(Antigen) markiert. Quasi wird die Bindung des primären Antikörpers an das 
GLUT–Antigen sichtbar gemacht. GLUT1 wurde bei uns im Kapillarendothel der 
Blut–Hirnschranke, GLUT3 in der neuronalen Membran markiert. Beide GLUT– 
Transporter konnten durch die ABC–Methode nachgewiesen werden.  
Als primären Antikörper verwendeten wir einen polyklonalen Antikörper. 
Polyklonale Antikörper weisen eine gute Stabilität auf, d.h. sie reagieren 
unempfindlicher auf pH–Wertsschwankungen und wechselndes Ionenmileu. 
Außerdem ist ihre Anwendung bei in Paraffin eingebetteten und mit Formalin 
fixierten Schnitten günstig, da es durch Formalinfixierung zu 
Konformationsänderungen einzelner Epitope eines Antigens kommen kann. Ein 
monoklonaler Antikörper würde beispielsweise an das spezifische Epitop des 
Antigens dann ohne durchgeführte Antigendemaskierung nicht mehr binden. Da 
Antigene jedoch mehrere Epitope aufweisen, bindet ein polyklonaler Antikörper 
das Antigen trotz eventueller Reaktion mit Formalin. Des Weiteren zeigen 
polyklonale Antikörper eine variable Affinität gegenüber Epitopen eines 
Antigens auf, so dass auch durch sehr gründliches Waschen im Rahmen eines 
Färbevorganges nicht mit einer deutlichen Reduzierung der 
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Präzipitatbildungsfähigkeit und damit der Färbeintensität gerechnet werden 
muss (Boenisch, Handbuch Immunchemischer Färbemethoden, 2003).  
Der Nachteil in der Verwendung polyklonaler Antikörper besteht allgemein in 
ihrem breiten Reaktionsspektrum, welches theoretisch zu Kreuzreaktionen 
führen kann. Um den Hintergrund möglichst gering zu halten, wurden während 
der Immunfärbung freie unspezifische Antigen–Bindungsstellen blockiert. Dies 
geschah durch Blockade der endogen Peroxidaseaktivität mit 
Wasserstoffperoxid, Blockade freier Aldehydgruppen durch Natriumborhydrit 
bzw. Inkubation mit Normalserum von der Ziege (nichtspezifisches IgG). Damit 
gelang es uns, die Hintergrundaktivität und damit Kreuzreaktionen gering zu 
halten. Weiterhin sind bei polyklonalen Antikörpern häufiger batch– bzw. 
chargenabhängige Qualitätsunterschiede beschrieben worden (Boenisch, 
Handbuch Immunchemischer Färbemethoden, 2003).  
Andere Möglichkeiten der Markierung bestehen u.a. in der Verwendung von 
Fluoreszenzfarbstoffen, wobei die schnelle und einfache Durchführbarkeit einen 
Vorteil dieser Methode darstellt. Insgesamt sind Fluoreszenzfarbstoffe aber 
relativ instabil, oftmals nur an Gefrierschnitten durchführbar und die Ergebnisse 
einer gewissen Interpretation unterworfen. Weitere immunhistochemische 
Färbeverfahren wie die PAP–Methode (Peroxidase und Antiperoxidase) oder 
APAAP–Methode (Alkalische Phosphatase und Anti–Alkalische Phosphatase) 
erreichen die hohe Sensitivität der ABC– Methode nicht (Boenisch T, Handbuch 
Immunchemischer Färbemethoden, 2003).  
Natürlich kann auch die ABC–Färbetechnik automatisiert werden, d.h. wir 
konnten eine große Menge an Gehirnschnitten in einer Serie 
immunhistochemisch aufarbeiten und so mögliche methodische Fehler 
vermeiden und ein hohes Maß an Reproduzierbarkeit erreichen. Des Weiteren 
sind die hergestellten histologischen Präparate stabil gefärbt und auf Dauer 
verwendbar. Nachteilig ist die relative Empfindlichkeit der Immunhistochemie 
gegenüber Störvariablen zum einen durch die verwendeten Antikörper selbst, 
zum anderen durch mögliche Fehler beim Ansatz oder durch Kontamination der 
verwendeten zusätzlichen Chemikalien. Eine Vermeidung von Fehlerquellen 
erfolgte durch exakte Einhaltung des experimentellen Färbeprotokolls, eine 
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6.1.4 Quantifizierung der Immunmarkierung 
 
Mittels Lichtmikroskop, Farbvideokamera und Bildverarbeitungssystem (siehe 
4.6.4) konnten wird die GLUT1– und GLUT3–Immunmarkierung quantifizieren. 
Durch das angewandte Bildverarbeitungssystem wurde die mittlere optische 
Dichte als Maß für die Konzentration von GLUT1 und GLUT3 eruiert. Die 
Auswertung erfolgte bei 150–facher Vergrößerung, wobei die Mikroskop– und 
Kameraeinstellungen über die gesamte Messreihe (Weißabgleich, Blaufilter, 
standardisierte anatomische Regionen) konstant gehalten wurden. Die 
Messung der optischen Dichte mittels digitaler Bildanalyse ist eine etablierte 
Methode zur semiquantitativen Proteinbestimmung von 
Glukosetransportproteinen (Gschanes et al 2000, Windholz et al 2000, Cornford 
et al 1994, Vorbrodt et al. 2001, Reinprecht et al. 1999).  
Die von uns verwendete Dichtemessung ist stark von der Immunfärbung 
abhängig, was beim experimentellen „Handling“ beachtet werden muss. Wie 
schon im Punkt 4.6.4 beschrieben nutzten wir zur Quantifizierung die Dichte– 
Messung und nicht die Messung der Fläche. Bei der Auswertung nutzten wir 
zunächst beide Verfahren, entschieden uns aber bei übereinstimmenden 
Ergebnissen aufgrund einer besseren Reproduzierbarkeit der Daten für die 
Dichte–Messung obwohl diese aufgrund ihrer Abhängigkeit von der 
Färbeintensität theoretisch technisch anfälliger ist. Um diesen Nachteil 
auszugleichen und die Qualität und Intensität der Immunfärbung konstant zu 
halten, haben wir alle immunhistochemisch zu markierenden Gehirnschnitte in 
einer Serie gefärbt. Die gute Reproduzierbarkeit der Daten ist ein Beweis, dass 
dies gelungen ist. 
Die Dichtemessung erlaubt im Gegensatz zur Flächenmessung jedoch nur die 
Darstellung der GLUT1–Konzentration im Gefäßendothel. Die Menge an 
GLUT1 im Gehirn ist jedoch auch von der Zahl der Gefäße (Kapillaren) 
abhängig. Daher haben wir auch die ontogenetische Änderung des Quotienten 
der Anzahl der Blutgefäße im Bildausschnitt und der mittlerer Dichte der 
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6.2 Diskussion der Ergebnisse 
 
6.2.1 GLUT1 und GLUT3 während der Ontogenese im fetalen Schafgehirn 
 
Um ein Entwicklungsprofil erstellen zu können bzw. Aussagen über die 
Expression von GLUT1 und GLUT3 im sich entwickelnden fetalen Schafgehirn 
tätigen zu können, wurde von uns die Expression von GLUT1 und GLUT3 zu 
verschiedenen Gestationszeiten untersucht. Die Expression von GLUT1 und 





Eine GLUT1–IR wiesen wir in allen untersuchten Gestationsaltern nach, wobei 
es mit ansteigendem Gestationsalter zu einem Abfall der optischen Dichte im 
Endothel der Gefäße kam. Zur Bestimmung der Gesamtmenge–GLUT1 war im 
Bildausschnitt die Anzahl der Mikrogefäße bestimmt worden, die im 
untersuchten Zeitraum anstiegen. Damit konnte insgesamt im 
Untersuchungszeitraum trotz der Abnahme von GLUT1 pro Flächeneinheit im 
Endothel ein Anstieg der Gesamtmenge–GLUT1 ermittelt werden.  
Die meisten Kenntnisse liegen über den GLUT1–Transporter vor. Die Kapazität 
des Glukosetransportes ist abhängig von der Menge an 
Glukosetransportproteinen. Im unreifen Rattengehirn steigt beispielsweise die 
Glukoseaufnahme mit dem Spiegel der 55 kDa GLUT1–Isoform von GLUT1 
(Vannucci et al. 1994).  
Durch die Entdeckung der intrazellulären GLUT1–Verteilung in der Blut–
Hirnschranke konnten wichtige Einblicke in die Transportprozesse gewonnen 
werden. GLUT1 ist hauptsächlich für den Glukosetransport im Kapillarendothel 
der Blut–Hirnschranke und damit für die Versorgung des Gehirns mit Glukose 
verantwortlich (Vannucci et al. 1994, Matsumoto et al. 1995). Weiterhin 
vermittelt GLUT1 auch den Transport von Dehydroascorbinsäure (Rumsey et 
al. 1997). Diese ist als Antioxidationsschutz ein wichtiger Körperbaustein. Des 
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Weiteren ist Dehydroascorbinsäure an verschiedenen 
Hydroxylierungsreaktionen als Enzym beteiligt.  
Die meisten Kenntnisse über die Regulation der Glukoseaufnahme und 
Glukoseverwertung bzw. über Glukosetransportproteine im Gehirn stammen 
aus Untersuchungen von Nagetieren (Vannucci et al. 1998, Matsumoto et al. 
1995, Nagamatsu et al. 1994). Dabei gibt es nur wenige Informationen zu 
Untersuchungen der Expression von GLUT1 und GLUT3 im sich entwickelnden 
fetalen Gehirn. Die postnatale Bedeutung von Glukose für das Gehirn als 
Hauptenergieträger und die damit verbundene Steigerung der Expression von 
Glukosetransportproteinen, vor allem im ersten Lebensmonat, wurde 
beispielsweise von Matsumoto et al. (1995) oder auch von Vannucci et al. 
(2003) an Ratten gezeigt. Auch am humanen Individuum fanden hierzu 
Untersuchungen statt (Nulart et al. 1999), in denen gezeigt werden konnte, 
dass GLUT1 ab der 10. Woche (entspricht 0.24 der Gestationsdauer) im 
humanen fetalen Gehirn nachweisbar ist. Somit schlussfolgern Nulart et al. 
(1999), dass GLUT1 eine wichtige Rolle in der frühen humanen Hirnentwicklung 
spielt.  
Im hohen Maße findet die neuroendokrine Entwicklung, z.B. die 
fortgeschrittener Reifung von Glukokortikoidrezeptoren beim Schaf wie auch 
beim Primaten, schon intrauterin, also pränatal, statt (Matthews et al. 1996, 
Matthews 1998). Im Gegensatz dazu bringen Ratten, Mäuse oder aber auch 
Kaninchen ihre Jungen unreif zur Welt, so dass ein Großteil der 
neuroendokrinen Reifung bzw. Hirnentwicklung erst postnatal und damit 
extrauterin stattfindet (Sapolsky et al. 1986, Dobbing et al. 1979).  
Eine GLUT1–IR konnten wir selektiv in den zerebralen Gefäßen des in Bildung 
befindlichen frontalen Kortex zu allen untersuchten Gestationszeitpunkten 
nachweisen, wobei es zu einem signifikanten Abfall der IR mit steigendem 
Gestationsalter kam. Unsere Daten stimmen damit mit schon getätigten 
Untersuchungen an Gehirnen fetaler Ratten (10. – 20. Trächtigkeitstag) überein 
(Matsumoto et al. 1995), in denen auch ein Abfall von GLUT1 im Verlauf der 
Gestation beschrieben wurde. Eine hohe GLUT1–Konzentration im 
Rattenembryo während der Organogenese wurde von Takao et al. (1993) und 
Trocino et al. (1994) beschrieben. Weitere Studien zur Ontogenese an 
Rattengehirnen und an Kaninchengehirnen zeigten eine hohe Expressionsrate 
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von GLUT1 in der Fetalperiode, die im weiteren Verlauf zum Geburtstermin hin 
abfällt (Sivitz et al. 1989, Asano et al. 1988). Besonders während der 
Organogenese ist der Embryo in hohem Maße von der anaeroben Glykolyse 
abhängig (Akazawa et al. 1989), so dass dies einen Erklärungsansatz für die 
hohe Expression von GLUT1 in der frühen Gestation darstellen könnte. 
Weiterhin scheint der Fetus über Monocarboxylsäure–Transporter (MCT) 
reichliche Mengen an β–Hydroxybutyrat zur Energiegewinnung heranzuziehen. 
Während die zirkulierenden Mengen an β–Hydroxybutyrat im pränatalen 
Rattenblut hohe Spiegel aufweisen, sinken diese postnatal stetig ab, im 
Gegensatz dazu steigt die postnatal zirkulierende Blutglukosemenge stark an 
(Vannucci et al. 2003, Lust et al. 2003). Postnatal konnte in diesem 
Zusammenhang von Vannucci et al. (1994) klar ein Anstieg der Expression von 
GLUT1 im Rattengehirn gezeigt werden, so dass dies auf eine gesteigerte 
postnatale Bedeutung der Glukose als Energieträger für das sich weiter 
entwickelnde Gehirn hinweist.  
Pränatale Untersuchungen im humanen Gehirn zu Glukosetransportproteinen 
wurden von Nulart et al. (1999) durchgeführt. Hierbei konnte GLUT1 
beispielsweise in humanen Endothelzellen, die die Blut–Hirnschranke bilden, 
nachgewiesen werden und auch im humanen fetalen Gehirn herrscht vor allem 
in der frühen Entwicklungsphase eine hohe GLUT1–IR. Interessant ist, dass die 
Ergebnisse am humanen fetalen Gehirn getätigten Untersuchungen in der 
frühen Hirnentwicklung mit denen von Ratte, Maus und Kaninchen 
übereinstimmen (Matsumoto et al. 1995, Harik et al. 1993, Asano et al. 1992, 
Hogan et al. 1991, Sivitz et al. 1989). Laut Nulart et al. (1999) spielt GLUT1 
auch im humanen Gehirn eine wichtige Rolle in Bezug auf die kontinuierliche 
Versorgung des fetalen Gehirns mit Glukose.  
Bei den von uns untersuchten Bildausschnitten wurden weiterhin die 
vorhandenen zerebralen Gefäße gezählt. Im Verlauf der Gestation kam es zu 
einem signifikanten Anstieg der Anzahl von Gefäßen pro Flächeneinheit. Wir 
wollten eine Aussage über die Gesamtmenge von GLUT1 im fetalen Gehirn 
treffen, so dass wir die zerebralen Mikrogefäße mit der GLUT1–IR ins 
Verhältnis gesetzt haben. Der errechnete Quotient sollte das Verhältnis von 
zerebralen Mikrogefäßen zur untersuchten GLUT1–IR widerspiegeln. Es kam 
zu einem deutlichen Anstieg des Quotienten. Obwohl die GLUT1–IR pro Gefäß 
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im Verlaufe der Gestation abnimmt, nimmt aufgrund des Anstiegs der 





Ähnlich wie bei GLUT1 kam es im Verlauf der Ontogenese bei GLUT3 zu einem 
signifikanten Abfall der IR, ähnlich stark wie bei GLUT1, wobei die gemessene 
IR für GLUT3 im Vergleich zu GLUT1 niedriger ausfiel. Letzterer Effekt ist am 
ehesten antikörperbedingt. Ein direkter Vergleich zwischen GLUT1 und GLUT3 
ist wegen der starken antikörperbedingten Abhängigkeit der Färbeintensität, die 
bei der Dichtemessung bestimmt wird, nur bedingt möglich. Annehmbar wäre 
aber auch, wenn man frühere Untersuchungen betrachtet, dass die Expression 
von GLUT3 etwas verzögert im Vergleich zu GLUT1 beginnt, wie es Bondy et 
al. (1992) beschrieben haben. Möglicherweise setzt die Bildung der Blut– 
Hirnschranke in Beziehung zur Neuronenproliferation etwas eher ein. In 
Übereinstimmung mit unserer Studie konnte GLUT3 beim humanen Feten, im 
Gegensatz zu GLUT1, kaum bzw. in nur sehr geringer Menge nachgewiesen 
werden (Nulart et al. 1999). Ähnliche Beobachtungen machten Nagamatsu et 
al. (1994) an Ratten. So fand auch diese Arbeitsgruppe im pränatalen 
Rattengehirn (Gestationstag 15 – 18) eine geringere Expression von GLUT3 in 
Bezug zu GLUT1. 
GLUT3 ist in der neuronalen Membran nachweisbar und ist selektiv für die 
neuronale Glukoseaufnahme verantwortlich (Maher et al. 1991, Bondy et al. 
1992, Vannucci et al. 2003). Zum Vorhandensein von GLUT3 in der Blut–
Hirnschranke gibt es widersprüchliche Angaben. Von den meisten 
Arbeitsgruppen, einschließlich unserer, wurde GLUT3 dagegen nicht in der 
Blut–Hirnschranke nachgewiesen. Dazu führten beispielsweise Bondy et al. 
(1992) Untersuchungen an fetalen Ratten zu verschiedenen 
Gestationszeitpunkten durch (0.5, 0.63, 0.68, 0.81, 0.90), GLUT3 konnte nicht 
in der Blut–Hirnschranke nachgewiesen werden. Allerdings wurde GLUT3 in 
hohem Maße in der neuronalen Membran nachgewiesen. Auch Maher et al. 
(1993) führten Untersuchungen an fetalen Ratten durch, wobei auch hier 
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GLUT3 nicht in der Blut–Hirnschranke nachgewiesen werden konnte 
(Gestationszeitpunkt 0.36). Maher et al. sehen die hauptsächliche Bedeutung 
von GLUT3 im neuronalen Glukosetransport.  
Demgegenüber berichten zwei Arbeitsgruppen über das Vorhandensein von 
GLUT3 in der Blut–Hirnschranke (Gerhart et al. 1992, Mantych et al. 1992). 
Gerhart et al. (1992) wiesen GLUT3 in der Blut–Hirnschranke der adulten Ratte 
und des Hundes, Mantych et al. (1992) in der Blut–Hirnschranke des 
erwachsenen Menschen nach. Andere Studien, die sich beispielsweise mit 
fetalen Rattengehirnen beschäftigten , konnten GLUT3 nicht in der Blut–
Hirnschranke nachweisen (Devaskar et al. 1991, Bondy et al. 1992, Maher et al. 
1993, Vannucci et al. 1994). Wir konnten bei unseren Untersuchungen GLUT3 
ebenfalls nicht in der Blut–Hirnschranke des fetalen Schafes nachweisen. 
In Bezug auf die fetale GLUT3 Expression sehen Nagamatsu et al. (1994) bei 
Ratten eine Beziehung zwischen der Expression von GLUT3 und der 
Neuronenproliferation, ähnlich wie auch GLUT1 als ein Reifungsmarker für die 
Blut–Hirnschranke herangezogen werden kann (Vannucci et al. 1994). 
Allerdings konnten Nagamatsu et al. (1994) GLUT3 im sich entwickelnden 
Rattengehirn zum Gestationszeitpunkt 0.82 immunhistochemisch nicht 
nachweisen. Im Gegensatz dazu konnten wir GLUT3 im fetalen Schafgehirn 
schon zum Gestationszeitpunkt 0.27 nachweisen. Dabei ist zu beachten, dass 
das Rattengehirn im Vergleich zum Schafgehirn zur Geburt deutlich unreifer ist. 
Würde man hypothetisch davon ausgehen, dass das Rattengehirn etwa ein 
Viertel mehr Zeit zur Reifung hätte (dies entspräche etwa 0.57 der Gestation im 
Vergleich zum fetalen Schaf), dann wäre GLUT3 trotz der längeren Reife nicht 
nachweisbar gewesen. Möglicherweise ist die Unreife des Rattengehirns zur 
Geburt im Vergleich zum Schafgehirn ein Grund für das Nichterscheinen von 
GLUT3 bei Nagamatsu et al. (1994) zum Gestationszeitpunkt 0.82.  
Im Gegensatz zu Nagamatsu et al. (1994) konnten Matsumoto (1995) GLUT3 
mittels Western blot–Analyse schon zum Gestationszeitpunkt 0.45 im fetalen 
Rattengehirn nachweisen. Wenn man auch hier hypothetisch von einer 
längeren Reifezeit des Rattengehirns von etwa einem Viertel ausgehen würde 
(entspricht etwa 0.20 der Gestation im Vergleich zum Schaf), dann würde dies 
unseren Ergebnissen entsprechen, da wir GLUT3 zum Gestationszeitpunkt 0.27 
nachweisen konnten. Im Verlauf fielen bei Matsumoto et al. (1995) die GLUT3–
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Level bis zur Geburt hin kontinuierlich ab, um postnatal wiederum anzusteigen. 
Dieser Abfall der GLUT3–Level findet sich auch in unseren 
Untersuchungsergebnissen. Matsumoto et al. (1995) begründen den GLUT3–
Level–Abfall, v. a. zwischen 0.5 und 0.6 der Gestationsdauer, mit dem direkten, 
GLUT3–unabhängigen Nährstofftransport. Außerdem scheinen auch andere 
Energieträger (z.B. Ketonkörper) eine große Rolle zu spielen (Cremer 1982, 
Nehlig 1997). Aus meinen Experimenten kann ich nicht auf die Ursache des 
GLUT3 Abfalls schließen. Brodhun et al. (2004) weisen auf ein Maximum der 
Zellproliferation im Gehirn zwischen 0.53 und 0.63 der Gestationsdauer beim 
fetalen Schaf hin, was gegen eine sehr enge Kopplung zwischen Proliferation 
und GLUT3–Expression spricht. Gegen Ende der Gestation, d.h. nahe der 
Geburt scheint der GLUT3–abhängige Glukosetransport auch aufgrund des 
gesteigerten Zitratzykluses wieder an Bedeutung zu gewinnen (Matsumoto et 
al. 1995). Dies erklärt möglicherweise den fehlenden Nachweis zum Zeitpunkt 
0.82 durch Nagamatsu et al. (1994). Des Weiteren besteht auch die 
Möglichkeit, dass die Anwendung von Western–blot sensitiver ist. Vanucci et al. 
(1994) konnte GLUT3 in niedriger Konzentration im Rattengehirn am ersten 
postnatalen Tag, allerdings mittels Western–blot–Analyse, nachweisen. Ähnlich, 
wie schon bei GLUT1 beschrieben, kommt es bei der Ratte postnatal zu einem 
Anstieg der Expression von GLUT3, die vor allem in den älteren Hirnanteilen 
(Thalamus, Hippokampus) ausgeprägt ist und möglicherweise auf eine 
gesteigerte Glukoseutilization in diesen Arealen hinweist (Nehlig et al. 1988, 
Vannucci et al. 1998). Hohe GLUT3–Level zeigen sich bei der Ratte erst am 60. 
postnatalen Tag (Nagamatsu et al. 1994). Vanucci et al. (1994) vermuten für 
den GLUT3 Anstieg ursächlich das axonale und dendritische Wachstum und 
haben gezeigt, dass die GLUT3–Expression von der funktionellen 
Neuronenaktivität und der hierfür erforderlichen Glukoseutilization abhängig ist. 
Unterstützt wird diese Aussage dadurch, dass es unter hypoxischen 
Bedingungen zu einem Abfall der GLUT3–Expression kommt (Vannucci et al. 
1998). 
Zusammenfassend können wir feststellen, dass sowohl GLUT1 als auch 
GLUT3 im fetalen Kortex des Schaffeten in allen untersuchten Gestationsaltern 
nachweisbar sind und die Proteinexpression beider Transporter im Verlauf der 
Gestation absinkt.  
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6.2.2 Akute Glukokortikoideffekte auf GLUT1 und GLUT3 am fetalen 
Schaf– und Primatengehirn 
 
Bei den Untersuchungen zu den Glukokortikoideffekten am fetalen Schaf wurde 
Betamethason, je nach experimenteller Gruppe, entweder maternal (siehe 
Punkt 6.4), als auch fetal verabreicht. Es konnte im untersuchten 
Gestationsalter (0.73 der Gestation, entspricht etwa der 28. SSW beim 
menschlichen Feten) keine signifikanten Änderung der Grauwerte von GLUT1 
und GLUT3 nach Betamethasongabe in Abhängigkeit von der Applikationsart 
(maternale intramuskuläre Applikation versus fetale intravenöse Infusion) 
nachgewiesen werden.  
Auch die Ergebnisse im selben Gestationsalter (0.73) beim Pavian zeigen keine 
Änderung der Grauwerte von GLUT1 und GLUT3. Damit ist eine 
Übertragbarkeit der Ergebnisse auf die menschliche Spezies gesichert.  
Somit konnten wir nachweisen, dass eine Glukokortikoidapplikation, wie sie z.B. 
in der Geburtshilfe angewandt wird, keinen nachweislichen Effekt auf die 
Expression von GLUT1 und GLUT3 im frontalen Kortex, dem Striatum und dem 
Hippokampus zum Gestationszeitpunkt 0.73 besitzt.  
Die eruierten Ergebnisse sind dabei unabhängig von der gewählten Hirnregion 
und Applikationsform. Das heißt, sowohl im frontalen Kortex und dem Striatum 
als auch in der CA1– bzw. CA3–Region des Hippokampus fanden wir keinen 
Hinweise auf eine geänderte Expression von GLUT1 und GLUT3 durch 
Betamethason bei einmaliger Applikation zum Gestationszeitpunkt 0.73.  
Betamethason wurde bei unseren Untersuchungen beim fetalen Schaf sowohl 
fetal als auch maternal appliziert. Eine fetale Betamethasongabe erfolgte, um 
eine mögliche Einflussnahme der Schafplazenta auf die Betamethasonwirkung 
zu vermeiden. Der fehlende Betamethasoneffekt sowohl nach mütterlicher als 
auch nach fetaler Gabe deutet daraufhin, dass eine eingeschränkte 
Plazentagängigkeit für Betamethason nicht die Ursache für den fehlenden 
Betamethasoneffekt ist. In der humanen Plazenta sind synthetische 
Glukokortikoide wie Betamethason vollständig plazentagängig, da diese kein 
Substrat für das Enzym 11ß–Hydroxysteroid–Dehydrogenase (11ßHSD) bilden, 
welches Kortisol inaktiviert (Seckl 2001). Dabei wurde nach fetaler Gabe eine 
fetale Plasmakonzentration an Betamethason erreicht (Derks et al. 1997), die 
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einer Konzentration in der humanen Nabelschnur 24 Stunden nach maternaler 
Betamethasonapplikation entsprach (Kream et al. 1983, Petersen et al. 1980). 
Somit ist beim fetalen Schaf kein Betamethasoneffekt im klinisch verwendeten 
Dosisbereich nachweisbar, der fehlende Effekt wird auch nicht durch eine 
schlechtere Plazentagängigkeit der ovinen Plazenta für Betamethason 
bestimmt. Anderson et al. (1979) beschreiben einen limitierten plazentaren 
Dexamethasontransport beim trächtigen Schaf, da Dexamethason verzögert in 
der fetalen Zirkulation nachweisbar war. Prinzipiell ist der Transport von 
Betamethason und Dexamethason, die strukturgleich sind, durch die Plazenta 
aber nicht wie der von Cortisol reguliert, da Betamethason und Dexamethason 
kein Substrat für die 11ßHSD sind (Seckl 2001). Möglicherweise soll der fetale 
Organismus durch plazentaeigene Transporter vor toxisch wirkenden 
aromatischen Verbindungen geschützt werden (Young et al. 2003). Dies dürfte 
aber nicht für Betamethason (und Dexamethason) zutreffen, da Betamethason 
kein natürliches Steroid ist. Ein bekannter Transporter, der in der Plazenta 
exprimiert wird, ist das P–Glykoprotein (Young et al. 2003). Weiterhin wurde bei 
in vitro– und in vivo–Untersuchungen an der humanen Plazenta ein verzögertes 
Erscheinen von Betamethason im fetalen Kreislauf durch einen plazentaeigene 
Metabolismus beschrieben (Blanford et al. 1977, Levitz et al. 1978). Auch bei 
Schwab et al. (2006a) wurde Betamethason verzögert in der fetalen Zirkulation 
beim Schaf nachgewiesen.  
Etwas im Widerspruch hierzu sind Untersuchungen von Newnham et al. (1999), 
die in ihrer Arbeit berichten, dass vor allem eine maternale 
Glukokortikoidapplikation negative Effekte auf das fetale Wachstum hat. Des 
Weiteren scheint eine fetale intramuskuläre Injektion des Glukokortikoids (z.B. 
unter Sonografiekontrolle) „mildere“ Nebenwirkungen auf die intrauterine 
Entwicklung zu haben (Moss et al. 2003). Newnham (1999, 2001) beschreiben 
in diesem Zusammenhang eine geringere Beeinflussung des fetalen 
Wachstums und keine negativen Effekte auf den Blutdruck bei gleicher 
Wirksamkeit in Bezug auf die Förderung der Lungenreifung. Auch Moss et al. 
(2003) weisen auf die gleiche Wirksamkeit zur Förderung der Lungenreifung bei 
mehrfacher maternaler und fetaler Injektion des Glukokortikoids hin, wobei bei 
fetaler Injektion negative Effekte, wie zum Beispiel ein vermindertes Hirngewicht 
bzw. neurologisch–kognitive Einschränkungen, deutlich seltener sind. Moss et 
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al. (2003) weisen aber auch daraufhin, dass eine einmalige Betamethasondosis 
wohl keine Langzeiteffekte hat. Schwab et al. (2006a) untersuchten unter 
anderem die Pharmakokinetik zweier unterschiedlicher klinisch relevanter 
Betamethasondosen (110 µg kg-1 KG-1 und 170 µg kg-1 KG-1, entsprechen 8 mg 
bzw. 12 mg für eine 70 kg schwere schwangere Frau) an trächtigen Schafen, 
die Betamethason intramuskulär erhalten hatten. Sie konnten zeigen, dass die 
erzielten Plasmaspiegel beim Mutterschaf und beim Schaffeten proportional zur 
applizierten Dosis waren. Betamethason erschien im fetalen Plasma dabei 
verzögert und war für acht Stunden nachweisbar. Die klinischen Effekte bei der 
Verwendung von Betamethason in einer Dosis von 110 µg kg-1 KG-1 und 170 µg 
kg-1 KG-1 scheinen dabei gleich zu sein, da ja auch beide Dosen in der 
Geburtshilfe Verwendung finden (Günter et al. 2004). Weiterhin beschreiben 
Schwab et al. (2006a), dass der fetale Blutdruck im genannten Dosisbereich 
unabhängig gleich reagiert.  
Aufgrund der von uns getätigten experimentellen Untersuchungen können wir 
sagen, dass Betamethason den Glukosetransport über die Blut–Hirnschranke 
(GLUT1) und durch die neuronale Membran (GLUT3) nicht hemmt. Damit ist 
dies im sich entwickelnden Gehirn nicht der potentielle Mechanismus für 
katabole Glukokortikoideffekte. Wir vermögen eine veränderte 
Glukoseutilization trotz einer konstanten Expression von GLUT1 und GLUT3 
nicht auszuschließen, da Betamethason auch direkte Effekte auf die 
Glukoseutilization haben kann, beispielsweise eine Verminderung der 
Glukoseutilization, nachgewiesen am sich in Entwicklung befindlichen 
Rattengehirn (Tuor et al. 1997) und im adulten Rattengehirn (Doyle et al. 1994). 
Glukokortikoide wirken katabol bzw. insulinantagonistisch über eine gesteigerte 
Glukoneogenese und Glykogensynthese (Übersicht in Karow/Lang-Roth 2003). 
Weiterhin bewirken Glukokortikoide beim fetalen Schaf eine Hemmung der 
Atmungskettenenzyme, nachgewiesen bei Schwab et al. (2006b). 
Unsere Ergebnisse stehen außerdem im Widerspruch zu den von Horner et al. 
(1990) an kultivierten Neuronen des Hippokampus und an Gliazellen der Ratte 
durchgeführten Untersuchungen, in welchen es zu einer konzentrations– und 
zeitabhängigen Verminderung der Glukoseaufnahme in die Zelle nach Gabe 
von Dexamethason kam. Die Untersuchungen von Horner et al. (1990) fanden 
allerdings als in vitro–Experiment statt und es wurden keine 
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Glukosetransportproteine untersucht. Potentiell einflussnehmende 
Mechanismen (z.B. die Blut–Hirnschranke) wurden damit ausgeschaltet und 
somit  die Physiologie nicht Eins zu Eins dargestellt. Mit unseren in vivo– 
Untersuchungen an verschiedenen Spezies sind wir jedoch den 
physiologischen Vorgängen im Körper näher.  
Hypothetisch könnte man davon ausgehen, dass GLUT1 in der Blut–
Hirnschranke bzw. GLUT3 in der neuronalen Membran gegenüber einer 
mehrfachen Glukokortikoidapplikation unempfindlich in ihrer Expression 
reagieren, um eine basale und damit konstante Glukoseverwertung zu 
gewährleisten. Ein anderer Ansatzpunkt stellt der KM Wert für GLUT1 und 
GLUT3 dar. Dieser ist bei beiden Proteinen sehr niedrig im Vergleich zu 
anderen Glukosetransportproteinen, z.B. bei GLUT1 = 18 – 21 mmol/l, bei 
GLUT2 = 42 mmol/l ist (Übersichten Löffler und Petrides 1997). Auch dadurch 
wird ein konstanter Glukosestrom zum Gehirn gewährleistet. Von vor allem 
pränataler Bedeutung scheinen auch die schon im Punkt 6.2 angesprochenen 
MCT zu sein (Gerhart et al. 1997), denn durch diese gelangen weitere 
Energieträger aus denen Glukose entstehen kann, durch die Blut–Hirnschranke 
in das fetale Gehirn. 
In unseren Untersuchungen am fetalen Schafgehirn wurde, um einen engen 
Bezug zum Menschen herzustellen, zusätzlich das nichtmenschliche 
Primatengehirn mit selbiger Fragestellung integriert. GLUT1 in der Blut–
Hirnschranke und neuronales GLUT3 zeigen dabei gleiches Verteilungsmuster 
im fetalen Gehirn von Schaf und Pavian zum Gestationszeitpunkt 0.73. Das 
fetale Gehirn des Schafes und das fetale Primatengehirn zeigen weiterhin einen 
ähnlichen zeitlichen Verlauf der Hirnentwicklung, auch wenn das fetale 
Schafgehirn zum Geburtstermin etwas reifer ist (Dobbing et al. 1979, McIntosh 
et al. 1979). Das analoge Verteilungsmuster von GLUT1 und GLUT3 bestätigt, 
dass das fetale Schafgehirn ein gutes Modell für Untersuchungen zur fetalen 
Hirnentwicklung ist. Dies ist auch in Übereinstimmung mit den ähnlichen 
Effekten von Betamethason auf MAP und Synaptophysin bei fetalen Schafen 
und nichtmenschlichen Primaten (Antonow-Schlorke et al. 2006, Colberg et al. 
2004, Antonow-Schlorke et al. 2002). 
Trächtige Pavianweibchen bekamen eine definierte Betamethasondosis 
intramuskulär appliziert. Diese gewichtsadaptierte Dosis entsprach 12 mg 
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Betamethason pro Tag für eine 70 Kilogramm schwere schwangere Frau und 
war damit 50% höher als die in den vorliegenden Untersuchungen beim Schaf 
verwendete Betamethasondosis. Für die klinische Bedeutung unserer 
Untersuchungen war dieser Unterschied jedoch nicht von Relevanz, da klinisch 
sowohl 8 mg als auch 12 mg verwendet werden (Günter et al. 2004, Ballard et 
al. 1995). Weiterhin findet unter klinischen Bedingungen keine 
gewichtsadaptierte Dosierung der verwendeten Glukokortikoide statt, was 
weitere interindividuelle Schwankungen in der für den Feten verfügbaren Dosis 
beim Menschen implizieren kann. Trotz all dieser Dosisschwankungen konnten 
klinisch keine Unterschiede in den Effekten auf die Lungenreifung (Günter et al. 
2004, Ballard et al. 1995) oder andere katabole Effekte gefunden werden 
(Mulder et al. 2004, Noel et al. 2004, Doyle et al. 2000). Auch experimentell 
haben die beiden Betamethasondosen ähnliche Effekte, so auf den fetalen 
Blutdruck (Schwab et al. 2006a) und auch auf die Atmungskettenenzyme 
(Schwab et al. 2006b) beim fetalen Schaf. 
Die Verwendung von nichtmenschlichen Primaten bei unseren Untersuchungen 
kann auch in Bezug auf die Plazentagängigkeit einen entscheidenden Vorteil 
darstellen, da die Pavianplazenta und die humane Plazenta eine ähnliche 
Durchgängigkeit für Cortisol besitzen (Gitau et al. 1998). Schafplazenta und 
Primatenplazenta weisen in Bau und Struktur zwar Unterschiede auf, 
hinsichtlich der Betamethasoneffekte auf die GLUT–Konzentration konnten wir 
jedoch keinen Unterschied feststellen, auch wenn wir die Plazentagängigkeit für 
Betamethason nicht gemessen haben (Scheunert et al. 1987).  
Zusammenfassend wird die Expression beider Glukosetransportproteine weder 
im fetalen Schaf– noch im Primatengehirn im Gegensatz zu den Effekten auf 
wesentliche Strukturproteine wie MAP oder Synaptophysin (Antonow-Schlorke 
et al. 2006, Colberg et al. 2004, Antonow-Schlorke et al. 2002) akut gehemmt.  
Die Hemmung des Glukosetransportes ist damit kein Mechanismus für die 
katabolen Glukokortikoideffekte, die im sich entwickelnden Gehirn der Ratte 
(Tuor et al. 1997) und bei neuronalen Zellkulturen (Horner et al. 1990) 
nachgewiesen wurden. Sie ist auch nicht dafür verantwortlich, dass es über 
einen möglichen Glukosemangel zu einer verminderten Synthese von 
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6.2.3 Chronische Glukokortikoideffekte auf GLUT1 und GLUT3 am fetalen 
Schafgehirn  
 
Von großer klinischer Bedeutung ist, ob eine antenatale 
Glukokortikoidbehandlung einen längerfristigen Effekt auf die Hirnentwicklung 
hat. Wir konnten im fetalen Schafgehirn, ähnlich zu den fehlenden akuten 
Effekten, keinen chronischen Effekt von Betamethason selbst nach zweimaliger 
maternaler Applikation zum Zeitpunkt 0.69 und 0.73 auf die Expression von 
GLUT1 und GLUT3 21 Tage nach der letzten Betamethasongabe eruieren.  
Trotzdem scheint es eine Vielzahl von Effekten auf andere Parameter zu 
geben, wobei dann allerdings eine Hemmung der Glukoseaufnahme in die Zelle 
und damit eine mangelnde Energiebereitstellung nicht die Ursache ist. 
In Bezug auf chronische Glukokortikoidwirkungen auf das fetale Gehirn konnten 
Uno et al. (1990, 1994) an trächtigen Rhesusaffen zeigen, dass die maternale 
intramuskuläre Dexamethasonapplikation dosisabhängig und mit steigender 
Applikationshäufigkeit beim Feten zu einer Neuronendegeneration in 
hippokampalen Strukturen führte. Allerdings bekamen die Rhesusaffen 
Dexamethason (0,5 bis 10 mg kg-1 KG-1 bei einmaliger Gabe, 0,125 bis 2,5 mg 
kg-1 KG-1 bei mehrfacher Gabe) in einer deutlich höheren Dosierung und zu 
einem etwas späteren Gestationszeitpunkt (0.8 der Gestationsdauer bei 
einmaliger Gabe, 0.8 und 0.81 der Gestationsdauer bei multipler Gabe) im 
Vergleich zu unseren Untersuchungen verabreicht. Die multiple 
Dexamethasongabe erfolgte bei Uno et al. (1990) an zwei 
aufeinanderfolgenden Tagen und im Abstand von 12 Stunden. Einen 
Zusammenhang zwischen intrauterinen Effekten und Mehrfachapplikation in 
Bezug auf eine verzögerte neuronale Entwicklung und ein vermindertes 
Geburtsgewicht sehen z.B. auch French et al. (1999), Newnham (1999), 
Newnham (2001). Auch Brabham et al. (2000) und Emgard et al. (2007) 
berichten über Defizite der kognitiven Funktion (z.B. räumliches Lernen), sowie 
über eine gestörte Stressantwort bei erwachsenen Ratten, deren Mütter 
pränatal wiederholt Dexamethason erhalten hatten. Bei Brabham et al. (2000) 
wurden 10 µg ml-1 KG-1 Dexamethason als Trinklösung trächtigen Ratten 
angeboten (Applikationsbeginn 0.65 der Gestation, tägliche Gabe). Diese Dosis 
musste aufgrund von gehäuft auftretenden Aborten um 5 µg ml-1 reduziert 
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werden. Emgard et al. (2007) applizierten 100 µg kg-1 KG-1 Dexamethason 
trächtigen Ratten intraperitoneal (Applikationsbeginn 0.36 der Gestation, 
tägliche Gabe). Analog zu den weiter oben beschriebenen Effekten am 
Rhesusaffen kam es als Ausdruck der Störung der Morphogenese und der 
Hirnentwicklung auch beim Schaffeten zu einer Reduktion des Geburtsgewicht 
um bis zu 27 Prozent nach drei oder viermaliger ultraschallgestützter 
intramuskulärer antenataler Betamethasonbehandlung mit 0,5 mg kg-1 fetales 
KG-1 (Ikegame et al. 1997). Von dieser Reduktion des Geburtsgewichts sind 
alle Organe einschließlich des Gehirns betroffen (Newnham et al. 1999). Eine 
postnatale Verringerung des fetalen Gehirngewichts um bis zu 20 Prozent 
beobachtete Huang et al. (1999) bei Schaffeten, die dreimal im wöchentlichen 
Abstand eine ultraschallgestützte intramuskuläre Betamethasoninjektion (0,5 
mg kg-1 fetales KG-1) erhielten. Gegenüber unbehandelten Schaffeten wies 
Moss et al. (2005) bis zu einem Alter von 3,5 Lebensjahren ein vermindertes 
Hirngewicht um 13 – 18 Prozent bei maternaler Applikation bzw. 7 – 8 Prozent 
bei fetaler Applikation nach. Moss et al. (2005) konnten eine signifikante Dosis– 
Wirkungsbeziehung in Bezug auf die Abnahme des Hirngewichts herleiten. 
Dazu wurde Betamethason einmalig zum Gestationszeitpunkt 0.69 oder 
wiederholten zu den Gestationszeitpunkten 0.69, 0.73, 0.79 und 0.83 sowohl 
maternal (0,5 mg kg-1 KG-1 intramuskuläre Applikation) als auch fetal (0,5 mg 
kg-1 geschätztes KG-1 fetal–intramuskulär) appliziert. Eine Dosis–
Wirkungsbeziehung in Bezug auf die Abnahme des Hirngewichts konnten Moss 
et al (2005) sowohl bei maternaler als auch bei fetaler Applikation aufzeigen. 
Interessanterweise waren die Effekte (Abnahme des Hirngewichts) bei 
maternaler Applikation stärker ausgeprägt. Die von uns verwendete Dosis 
(zweimal 110 µg kg-1 KG-1) war niedriger, als die von Ikegami et al. (1997), 
Huang et al. (1999) und Moss et al. (2005) applizierten Dosen. Bei unseren 
Untersuchungen erhielten die Mutterschafe zum Gestationszeitpunkt 0.69 und 
0.73 zweimal 110 µg kg-1 KG-1 Betamethason im Abstand von 24 Stunden 
intramuskulär injiziert. Wir konnten nach wiederholter Applikation von 
Betamethason keinen Effekt auf GLUT1 und GLUT3 nachweisen, wie schon bei 
einmaliger Applikation kein Effekt auf GLUT1 und GLUT3 nachweisbar war 
(siehe Punkt 6.2.2). Die etwas geringere Dosis spielt sicher keine Rolle, auch 
wenn wir den Wachstumseffekt nicht untersucht haben.  
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Beim Menschen gibt es widersprüchliche Ergebnisse zu den chronischen 
Effekten einer pränatalen Glukokortikoidbehandlung auf die Entwicklung der 
kognitiven Funktion und des Verhaltens. So konnten bei Kindern, deren Mütter 
pränatal eine einmalige Glukokortikoidapplikation erhielten, scheinbar keine 
wesentlichen Effekte auf neurologische und kognitive Funktionen eruiert werden 
(Liggins et al. 1972, Crowley 1995, Smolders et al. 1990). Auch Dalziel et al. 
(2005) konnten bei Untersuchungen an Erwachsenen, deren Mütter eine 
einmalige pränatale Betamethasondosis zur Lungenreifeförderung erhalten 
hatten, keine negativen Effekte auf neurologische und kognitive Funktionen 
feststellen. Andererseits ist in Zusammenhang mit einer multiplen 
Glukokortikoidgabe während der Schwangerschaft auch über eine verzögerte 
mentale und psychomotorische Entwicklung in der Kindheit und Jugendzeit 
diskutiert worden (Esplin et al. 2000, Sinervo et al. 1999). Esplin et al. 2000 
beschrieben nach multipler Glukokortikoidgabe eine verminderte 
psychomotorische Entwicklung bei Neugeborenen. Wiederholte 
Glukokortikoidapplikationen an schwangere Frauen führten zu einer fetalen 
Gewichtsreduktion und zu einer Reduktion des Kopfumfanges bei den Kindern 
der Frauen (French et al. 1999, Walfisch et al. 2001). French et al. (1999) 
beschrieben außerdem ein gehäuftes Auftreten eines hyperaktiven Verhaltens 
bei Kindern, deren Mütter während der Schwangerschaft multiple 
Glukokortikoidapplikationen erhalten hatten. French et al. (2004) konnten 
zeigen, dass sowohl bei drei Jahre alten Kindern als auch bei sechs Jahre alten 
Kindern, deren Mütter während der Schwangerschaft wiederholt 
Glukokortikoide zur Lungenreifeinduktion erhalten hatten (drei oder mehrfache 
Glukokortikoidapplikation), die Rate an aggressivem und schädigendem sowie 
unaufmerksamem und hyperkinetischem Verhalten zunahm. Nicht betroffen von 
einer multiplen Glukokortikoidapplikation waren intellektuelle Fähigkeiten der 
untersuchten Kinder. Untersuchungen an sechs Jahre alten Kindern erbrachten 
einen Zusammenhang zwischen wiederholter pränataler Glukokortikoidgabe 
und gestörten Funktionen der visuellen Verarbeitung, speziell des visuellen 
Gedächtnisses (MacArthur et al. 1982). Eine Zunahme von gestörter 
Emotionalität, Vermeidungsverhalten, Ungeselligkeit und allgemeine Probleme 
im Umweltverhalten beschrieben Trautman et al. (1995) bei Kindern, deren 
Mütter pränatal wiederholt Glukokortikoide erhalten hatten.  
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Wir gehen davon aus, dass die beschriebenen Glukokortikoideffekte auf die 
zerebrale Morphogenese und Hirnfunktion in der klinisch üblichen 
Glukokortikoiddosis nicht durch eine gestörte Glukoseaufnahme verursacht 
werden. Möglich wäre jedoch ein direkter Effekt auf Transmitter oder aber 
katabole Stoffwechseleffekte.  
Wir haben sicherlich keine zu niedrige Dosis gewählt, da selbst durch ein Viertel 
der gewählten Dosis Effekte an Atmungskettenenzymen nachweisbar waren 
(Schwab et al. 2006b). Bezüglich der Wirkung von Glukokortikoiden ist 
weiterhin zu erwähnen, dass die mehrfache Applikation von Dexamethason bei 
trächtigen Ratten in der späten Gestation bei den Nachkommen zu einem 
deutlichen Abfall des Serotoninumsatzes im Neokortex, Hippokampus und 
Hypothalamus führte (Muneoka et al. 1997). Hierzu hatten trächtige Ratten 
einmal täglich 50 µg kg-1 KG-1 Dexamethason zu den Gestationszeitpunkten 
0.77, 0.81 und 0.90 subcutan erhalten. Die von Muneoka et al. (1997) 
angewandte Dexamethasondosis war damit ca. um die Hälfte geringer als die 
von uns verwendete Betamethasondosis, so dass bei unseren Tieren potentiell 
auch von einem solchen Effekt ausgegangen werden muss. Untersuchungen zu 
den Transmittern waren aber nicht Bestandteil dieser Arbeit. 
Insgesamt muss berücksichtigt werden, dass bei all diesen Studien die 
Betamethasoneffekte mehrere Monate bis Jahre nach der Applikation 
untersucht wurden, während wir diese nach ca. drei Wochen untersucht haben. 
Dass die katabolen Glukokortikoideffekte und auch die Effekte auf die Synthese 
von Strukturproteinen wie MAP oder Synaptophysin nur transient sind, erklärt 
möglicherweise das Fehlen chronischer Effekte auf GLUT. Die beschriebenen 
Effekte auf das Hirngewicht (deutliche Dosis–Wirkungsbeziehung) scheinen 
also anderen Mechanismen zu folgen. Möglicherweise kommt es zu einer 
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7 Schlussfolgerungen 
 
GLUT1 und GLUT3 waren schon im frühen Gestationsalter im sich in Bildung 
befindlichen frontalen Kortex nachweisbar. Im untersuchten Zeitraum kommt es zu 
einem Abfall der GLUT1– und GLUT3–IR und zu einem deutlichen Anstieg der 
zerebral–kapillären Gefäßendothelversorgung. Wir vermuten, dass die in der 
frühen Gestation stattfindende Organogenese ein Grund für die hohe Expression 
von vor allem GLUT1 darstellt. Weiterhin gehen wir davon aus, dass es trotz des 
Abfalls der GLUT1–IR pro Gefäß im Verlauf der Gestation durch Anstieg der 
Gefäßzahl bzw. Gefäßdichte insgesamt zu einem Anstieg der Gesamtmenge an 
GLUT1 kommt.  
 
Eine einmalige und eine wiederholte Betamethasongabe, sowie die Applikationsart 
und Applikationszeit hatten bei unseren Untersuchungen keine Effekte auf die 
Expression von GLUT1 und GLUT3. Auch im Vergleich Schaf versus 
nichtmenschlicher Primat ergaben sich keine Unterschiede, so dass die hier beim 
fetalen Schaf gewonnen Ergebnisse zum Einfluss der Dosis und des 
Applikationsweges von Betamethason auf die GLUT1– und GLUT3–Expression 
auf den Menschen übertragbar sind. 
 
Wir arbeiteten mit zwei Tiermodellen (Schafmodell, Primatenmodell). Das jeweils 
gewählte Tiermodell hat sich bei unseren Untersuchungen als zuverlässig für 
unsere Fragestellungen erwiesen. Insbesondere die gut planbare termingerechte 
Verpaarung, eine entsprechende Größe und Unempfindlichkeit des Feten und die 
gute Toleranz von operativen Maßnahmen beim Schaf sind hierbei 
hervorzuheben. Durch Untersuchungen an Pavianen wurde die Übertragbarkeit 
auf den Menschen gesichert. 
 
Die ABC–Methode zur immunhistochemischen Bearbeitung unserer Hirnschnitte 
erwies sich als ein sicheres und gut automatisierbares Verfahren zur Behandlung 
unserer Fragestellungen. Beide untersuchten Glukosetransportproteine konnten 
mit der ABC–Methode an den typischen Lokalisationen, GLUT1 in der Blut–
Hirnschranke, GLUT3 in der neuronalen Membran, nachgewiesen werden. Die in 
der Literatur beschriebene hohe Sensitivität der ABC–Methode können wir 
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bestätigen. GLUT1 kann als ein Reifungsmarker der Blut–Hirnschranke, GLUT3 
als ein Reifungsmarker für die Neuronenproliferation angenommen werden. 
 
Die digitale Bildanalyse stellt ein Verfahren beträchtlicher Präzision bei einfacher 
Handhabung und hoher Reproduzierbarkeit dar. 
 
Die Hemmung der Glukoseaufnahme in die Neuronen ist kein Mechanismus für 
die katabolen Glukokortikoideffekte, die im sich entwickelnden Gehirn der Ratte 
und in vitro nachgewiesen wurden. Eine Hemmung der Glukoseaufnahme in die 
Neuronen ist auch nicht dafür verantwortlich, dass es über einen möglichen 
Glukosemangel zu einer verminderten Synthese von Strukturproteinen wie MAP 
oder Synaptophysin kommt. 
 
Wir gehen davon aus, dass die beschriebenen Langzeitglukokortikoideffekte auf 
die zerebrale Morphogenese und Hirnfunktion in der klinisch üblichen 
Glukokortikoiddosis ebenfalls nicht durch eine gestörte Glukoseaufnahme 
verursacht werden. Berücksichtigt man, dass fast 10 Prozent aller Schwangeren 
pränatal mit Betamethason behandelt werden, sind weitere Untersuchungen zur 
Klärung der Mechanismen, die zu einer akuten Verminderung der Synthese von 
Strukturproteinen und den chronischen Effekten auf die zerebrale Morphogenese 
und Hirnfunktion führen, erforderlich. Insbesondere scheint hier die wiederholte 
Gabe nachteilig zu sein, weshalb sie in den aktuellen Therapieempfehlungen als 
kontraindiziert gesehen wird. Möglicherweise bedarf es einer sehr hohen und lang 
wirksamen Glukokortikoiddosis, um die Expression von GLUT1 in der Blut–
Hirnschranke bzw. GLUT3 in der neuronalen Membran signifikant zu beeinflussen. 
Da wir aber mit den klinisch verwendeten Dosierungen gearbeitet haben, sind 
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